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Adaptace na chronickou hypoxii aktivuje endogenní signální dráhy vedoucí ke 
zvýšené odolnosti srdce k akutnímu ischemicko/reperfúznímu (I/R) poškození. 
Molekulární mechanismus tohoto jevu není zatím zcela objasněn. Bylo však prokázáno, ţe 
se v signální dráze kardioprotekce indukované chronickou hypoxií uplatňují reaktivní 
formy kyslíku (ROS), jejichţ zvýšená hladina musí být přísně regulována antioxidačním 
systémem buňky. Cílem diplomové práce bylo sledovat vliv intermitentní hypobarické 
hypoxie (IHH, 7 000 m) na relativní zastoupení antioxidačních enzymů (peroxiredoxin 6 – 
PRX6, thioredoxin 1 a 2 – TRX1 a TRX2, thioredoxinreduktáza 1 – TRXR1) a rovněţ 
enzymů metabolismu ţeleza (hemoxygenáza 1 a 2 – HO1 a HO2, akonitáza 1 a 2 – ACO1 
a ACO2), které se podílí na regulaci redoxního stavu buňky. Současně jsme stanovili vliv 
adaptace na IHH a antioxidantu tempolu na relativní mnoţství na kalciu nezávislé 
fosfolipázy A2 (iPLA2). iPLA2 se jednak podílí na odstraňování peroxidovaných mastných 
kyselin z membránových fosfolipidů, na druhou stranu za I/R podmínek buňku spíše 
poškozují. Všechny enzymy byly stanoveny metodou Western blot v homogenátu 
z normoxického a na IHH adaptovaného myokardu levé komory potkana. Zjistili jsme, ţe 
se po adaptaci na IHH sniţuje relativní mnoţství PRX6 a naopak se zvyšuje mnoţství 
TRX1 a HO1. Změny TRX1 po adaptaci na IHH jsme dále studovali metodou nepřímé 
imunofluorescence a zjistili jsme, ţe se TRX1 za těchto podmínek translokuje z cytosolu 
do jádra. Na relativní mnoţství ostatních antioxidačních enzymů a enzymů metabolismu 
ţeleza (TRX2, TRXR1, HO2, ACO1 a ACO2) neměla adaptace na IHH vliv. Pozorovali 
jsme také pokles v relativním zastoupení iPLA2 po adaptaci na IHH, který je 
pravděpodobně způsoben zvýšeným oxidačním stresem, protoţe antioxidant tempol tento 
efekt zvrátil. Výsledky této diplomové práce tedy naznačují úlohu TRX1 a HO1 
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Adaptation to chronic hypoxia activates endogenous signaling cascades, which lead 
to cardiac protection against acute ischemia/reperfusion (I/R) injury. The molecular 
mechanism of this phenomenon has not been fully clarified yet. However, it was proved 
that reactive oxygen species (ROS) take part in cardioprotective signaling pathway 
inducted by chronic hypoxia. The high level of ROS must be precisely regulated by 
antioxidative system of a cell. The aim of diploma thesis was to examine the effect of 
intermittent hypobaric hypoxia (IHH, 7 000 m) on relative amount of antioxidative 
enzymes (peroxiredoxin 6 – PRX6, thioredoxin 1 and 2 – TRX1 and TRX2, thioredoxin 
reductase 1 – TRXR1) and also enzymes of iron metabolism (heme oxygenase 1 and 2 – 
HO1 and HO2, aconitase 1 and 2 – ACO1 and ACO2), which participate in regulation of 
cell redox state. Moreover, we studied the effect of adaptation to IHH and an antioxidant 
tempol on relative amount of calcium-independent phospholipase A2 (iPLA2). iPLA2 can 
remove peroxidized fatty acids from membrane phospholipids. On the other hand, iPLA2 
can damage cell in I/R conditions. All enzymes were studied in homogenates from 
normoxic and IHH adapted rat left ventricular myocardium by Western blot. Adaptation to 
IHH caused a decrease of PRX6 and on the opposite an increase of TRX1 and HO1 
content. We also studied changes in TRX1 after adaptation to IHH by indirect 
immunofluorescence method and we showed a translocation of TRX1 from cytosol to 
nucleus. Adaptation to IHH had no effect on other antioxidative enzymes and enzymes of 
iron metabolism (TRX2, TRXR1, HO2, ACO1 and ACO2). Furthermore, we observed 
a decrease in relative amount of iPLA2 after adaptation to IHH. It is probably caused by 
oxidative stress because the antioxidant tempol reversed this effect. In conclusion, results 
of this diploma thesis show the importance of TRX1 and HO1 in protective endogenous 
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ACO Akonitáza (z angl. aconitase) 
AP-1 Transkripční faktor (z angl. activator protein 1) 
ARE Element citlivý na antioxidanty (z angl. antioxidant response element) 
ASK1 Kináza regulující apoptózu (z angl. apoptosis signal-regulating kinase 1) 
Asp Kyselina asparagová 
ATP Adenosin-5-trifosfát 
BEL Bromenollakton (inhibitor na kalciu nezávislé fosfolipázy A2) 
BPB Bromfenolová modř (z angl. bromophenol blue) 
BSA Hovězí sérový albumin (z angl. bovine serum albumin) 
BW Hmotnost těla (z angl. body weight) 
CAT Kataláza (z angl. catalase) 
c-Myc Transkripční faktor (z angl. v-Myc avian myelocytomatosis viral oncogene 
homolog) 
CO Oxid uhelnatý 
CP Peroxidovaný cystein peroxiredoxinů 
CR Cystein peroxiredoxinů, který tvoří disulfidický můstek (z angl. resolving 
cystein) 
Cu/ZnSOD Měď/zinková superoxiddizmutáza 
Cys Cystein 
DAPI Fluorescenční barvivo (4',6-diamidino-2-fenylindol) 
DMSO Dimethylsulfoxid  
DNA Deoxyribonukleová kyselina (z angl. deoxyribonucleic acid) 
DTT Dithiotreitol 
ECL Metoda zesílené chemiluminiscence (z angl. enhanced chemiluminescence) 
EDTA Kyselina ethylendiamintetraoctová  
EGTA Kyselina ethylenglykoltetraoctová  
FA Mastná kyselina (z angl. fatty acid) 
FA-CoA Acyl-koenzym A řetězec mastné kyseliny (z angl. fatty acid-coenzyme A) 





GSH Redukovaná forma glutathionu 
GSSG Oxidovaná forma glutathionu 
H2O Voda 
H2O2 Peroxid vodíku 
HEPES Kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinetansulfonová  





HOCl Kyselina chlorná 
HPRT1 Hypoxantinguaninfosforibosyltransferáza 1 
HRP Křenová peroxidáza (z angl. horseradish peroxidase) 
HSP Stresový protein (z angl. heat shock protein) 
HW Hmotnost srdce (z angl. heart weight) 
I/R Ischemicko/reperfúzní 
IHH Intermitentní hypobarická hypoxie 
iPLA2 Na kalciu nezávislé fosfolipázy A2 (z angl. calcium independent 
phospholipases A2) 
IRE Element citlivý na ţelezo (z angl. iron responsive element) 
IRP Proteiny regulující ţelezo (z angl. iron regulatory proteins) 
LV Levá komora (z angl. left ventricle) 
LVW Hmotnost levé komory (z angl. left ventricle weight) 
MAPK Kináza aktivovaná mitogenem (z angl. mitogen-activated protein kinase) 
mKATP Mitochondriální draslíkové kanály závislé na ATP 
MnSOD Manganová superoxiddizmutáza 
MPTP Mitochondriální pór (z angl. mitochondrial permeability transition pore) 
mRNA Mediátorová ribonukleová kyselina (z angl. messenger ribonucleic acid) 
NAC N-acetylcystein 
NADPH Nikotinamidadenindinukleotidfosfát (z angl. nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate) 
NF-κB Transkripční faktor (z angl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of 
activated B cells) 
NO Oxid dusnatý 








PB Barometrický tlak 
PBS Fosfátový pufr (z angl. phosphate buffered saline) 
PKC Proteinkináza C 
PLA2 Fosfolipázy A2 (z angl. phospholipases A2) 
PLC Fosfolipázy C (z angl. phospholipases C) 
PO2 Parciální tlak kyslíku 
PRX Peroxiredoxiny 
RGB Barevný formát (z angl. red-green-blue) 
RNS Reaktivní formy dusíku (z angl. reactive nitrogen species)  
ROOH Hydroperoxidy 
ROS Reaktivní formy kyslíku (z angl. reactive oxygen species) 
RT-PCR Polymerázová řetězová reakce v reálném čase (z angl. real time-polymerase 
chain reaction) 
RVW Hmotnost pravé komory (z angl. right ventricle weight) 
S. E. M. Střední chyba průměru (z angl. standard error of the mean) 
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SDS Dodecylsulfát sodný 
SDS-PAGE Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za přítomnosti dodecylsulfátu 




SH Thiolová skupina 
SO2H Kyselina sulfinová  
SO3H Kyselina sulfonová  
SOD Superoxiddizmutázy 
SOH Kyselina sulfenová  
SW  Hmotnost septa (z angl. septum weight) 
TEMED N, N, N', N'-tetramethylethylendiamin  





TTBS Solný roztok pufrovaný Tris s Tweenem 20 (z angl. tween tris buffered 
saline) 





Kardiovaskulární onemocnění představují závaţný zdravotní problém ve vyspělých 
zemích světa včetně České republiky. Proto se řada výzkumných laboratoří zaměřuje na 
objasnění příčin, mechanismů, léčbu a prevenci těchto onemocnění. V dnešní době jsou 
známy dva hlavní způsoby aktivace endogenní kardioprotekce. Jde o ischemický 
preconditioning a adaptaci myokardu na chronickou hypoxii. Preconditioning jsou 
opakované krátkodobé epizody ischemie. Jeho nevýhodou je ale poměrně krátké trvání 
protektivních účinků působících na srdce. V tomto ohledu je výhodnější adaptace na 
chronickou hypoxii, kde protektivní efekt přetrvává mnohem déle.  
Uţ v padesátých letech 20. století bylo pozorováno, ţe vystavení organismu 
chronické hypoxii vyvolané vysokou nadmořskou výškou sniţuje riziko infarktu 
myokardu. Později bylo prokázáno, ţe pro protekci srdce není nutný dlouhodobý pobyt ve 
vysokohorském prostředí, ale postačí krátkodobé, přerušované vystavení organismu 
niţšímu tlaku vzduchu, který odpovídá určité nadmořské výšce. Na základě tohoto 
pozorování byl vytvořen model intermitentní hypobarické hypoxie (IHH), při kterém jsou 
organismy po několik hodin denně chovány v hypobarické komoře, která barometrickým 
tlakem vzduchu a parciálním tlakem kyslíku imituje vysokohorské podmínky. Adaptace na 
IHH má prokazatelné kardioprotektivní účinky, které přetrvávají týdny aţ měsíce po 
ukončení adaptace. Jedná se především o zmenšení velikosti tkáně zasaţené infarktem, 
zlepšení postischemického obnovení srdeční funkce a sníţení mnoţství a závaţnosti 
srdečních arytmií. 
Molekulární mechanismus adaptace na IHH nebyl dosud objasněn. V procesu 
adaptace na IHH hraje roli celá řada signálních komponent. V naší laboratoři bylo 
prokázáno, ţe jsou do signální dráhy zapojeny mj. reaktivní formy kyslíku (ROS). Jejich 
zvýšená produkce při střídání hypoxických a normoxických epizod v procesu adaptace na 
IHH je provázena nárůstem mnoţství srdeční manganové superoxiddizmutázy (MnSOD), 
která je primárním antioxidačním enzymem. Proto jsme se dále zaměřili na studium efektu 
IHH na jiné antioxidační enzymy. S tím souvisí i výzkum účinků IHH na enzymy 
metabolismu ţeleza, neboť volné ţelezo a hem se díky svému prooxidačnímu působení 
také účastní regulace redoxního stavu buňky. Dále jsme uvaţovali, ţe by se v mechanismu 
protekce vyvolané adaptací na IHH mohly rovněţ uplatňovat na kalciu nezávislé 
fosfolipázy A2 (iPLA2), které hydrolyzují membránové fosfolipidy. Tyto enzymy mohou 
působit dvěma způsoby. Jednak je jejich účinek protektivní, protoţe se podílejí na 
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remodelaci buněčných membrán zejména za stresových stavů (např. oxidační stres), 
a jednak poškozující, neboť za různých patologických stavů (např. ischemie) mohou 
buněčné membrány degradovat za současné produkce signálních molekul zahrnutých 
v zánětlivých procesech.  
V diplomové práci jsme si proto stanovili za cíl zjistit relativní mnoţství vybraných 
antioxidačních enzymů (peroxiredoxin 6, thioredoxin 1 a 2, thioredoxinreduktáza 1) 
a enzymů metabolismu ţeleza (hemoxygenáza 1 a 2, akonitáza 1 a 2) v myokardu potkanů 
adaptovaných na IHH v porovnání s kontrolními normoxickými zvířaty. Dále jsme 
sledovali relativní zastoupení iPLA2 po adaptaci na IHH a po chronickém podávání 
antioxidantu tempolu. Stanovení efektu IHH na tyto enzymy by mohlo přispět k pochopení 
protektivních signálních drah a odhalení dalších signálních molekul aktivovaných touto 
adaptací, které mohou přispět k rozšíření farmakoterapie kardiovaskulárních onemocnění. 
 
Diplomová práce byla vypracována na Katedře buněčné biologie Přírodovědecké 
fakulty Univerzity Karlovy v Praze v úzké spolupráci s Oddělením vývojové kardiologie 
Fyziologického ústavu Akademie věd České republiky v Praze. Práce byla finančně 




2 Literární přehled 
2.1 Protekce ischemického myokardu 
Kardiovaskulární onemocnění, zejména ischemická choroba srdeční, jsou jednou 
z nejčastějších příčin úmrtí ve vyspělých zemích. Proto se řada výzkumů zaměřuje na 
ochranu srdce před ischemicko/reperfúzním (I/R) poškozením. Bylo prokázáno, ţe 
vystavení organismu hypoxii nebo krátké, opakované ischemii zvyšuje endogenní odolnost 
srdce vůči akutnímu I/R poškození. Pojmy hypoxie a ischemie jsou často zaměňovány. 
Hypoxie představuje nerovnováhu mezi dodávkou kyslíku a jeho spotřebou ve tkáni, 
zatímco ischemie znamená částečné nebo úplné přerušení krevního zásobení dané tkáně. 
V obou případech tedy dochází ke sníţení dodávky kyslíku do tkáně. Co se týče myokardu, 
je při ischemii postiţena pouze část tkáně, ve které bylo přerušeno krevní zásobení, kdeţto 
hypoxie působí na celý myokard. Na druhou stranu je při hypoxii zachován koronární 
průtok, takţe dochází k zásobení tkáně substráty a odplavování metabolických produktů 
(Moret, 1980). 
V současné době jsou nejefektivnějšími způsoby aktivace endogenních 
protektivních mechanismů myokardu vůči I/R poškození krátkodobá adaptace na sérii 
krátkých ischemických epizod oddělených periodami reperfúze, tzv. ischemický 
preconditioning, a dlouhodobá adaptace myokardu na chronickou hypoxii. Protektivní 
efekt vyvolaný ischemickým preconditioningem přetrvává hodiny aţ dny (Yellon & 
Downey, 2003). Oproti tomu efekt chronické hypoxie přetrvává týdny aţ měsíce, coţ je 
výhodnější z hlediska uplatnění v klinické praxi (Xu et al., 2011).  
2.2 Chronická hypoxie 
Hypoxii lze dělit z několika hledisek. Podle délky trvání se dělí na akutní 
(hypoxický podnět působí minuty aţ dny) nebo chronickou (hypoxický podnět působí 
týdny aţ roky). Dále můţe být hypoxie dělena podle selhání některého článku transportu 
kyslíku k buňkám. Sem patří ischemická hypoxie, která nastává při nedostatečném průtoku 
krve kapilárami (např. při selhání srdce). Kromě toho sem lze zařadit hypoxemickou 
hypoxii, při které je sníţen parciální tlak kyslíku (PO2) v arteriální krvi, aniţ by byl 
ovlivněn průtok krve (např. ve vysokých horách). Dalším typem je anemická hypoxie, při 
níţ je zachován normální PO2, ale je sníţena transportní kapacita krve pro kyslík, coţ můţe 
být způsobeno sníţeným počtem červených krvinek nebo špatnou funkcí hemoglobinu 
(Ošťádal & Kolář, 2007). 
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Hypoxie můţe být také dělena podle toho, jakým způsobem dochází ke sníţení 
obsahu kyslíku ve vzduchu. U normobarické hypoxie je zachován barometrický tlak (PB) 
okolního vzduchu, ale mění se procentuální zastoupení jednotlivých plynů. Při hypobarické 
hypoxii je sníţen PB vzduchu, a tedy i PO2. Hypobarická hypoxie simuluje vysokohorské 
podmínky, protoţe nastavená hladina PB a PO2 odpovídá určité nadmořské výšce (např. 
PB = 41 kPa; PO2 = 8,6 kPa odpovídá 7 000 m n. m.). Hypoxie se dá také rozdělit na 
kontinuální, která probíhá nepřetrţitě, a intermitentní, při které se střídají normoxické 
a hypoxické epizody. 
Kardioprotektivní účinky chronické hypoxie byly objeveny v padesátých letech 
20. století. Tehdy bylo pozorováno, ţe lidé ţijící ve vysokých nadmořských výškách 
(konkrétně v Peru – 4 000 m n. m.) vykazují niţší výskyt infarktu myokardu ve srovnání 
s lidmi ţijícími v niţších nadmořských výškách. Toto pozorování bylo potvrzeno 
epidemiologickým výzkumem v Novém Mexiku v sedmdesátých letech 20. století. 
Z experimentálních důvodů byla proto vytvořena hypobarická komora, která imituje 
prostředí vysokých hor v laboratorních podmínkách (Ošťádal & Kolář, 2007).  
První experiment v hypobarické komoře provedli v roce 1958 v Praze fyziologové 
Kopecký a Daum. Potkani byli šest týdnů adaptováni na nadmořskou výšku 7 000 m. 
Výsledkem bylo zlepšení obnovy kontraktilní funkce srdce během reoxygenace 
v porovnání s kontrolními zvířaty (Kopecký & Daum, 1958). Další pokusy s modelem 
chronické hypoxie odhalily zmenšení oblasti zasaţené infarktem myokardu (Meerson et 
al., 1973; Turek et al., 1980), lepší obnovu srdeční funkce (McGrath et al., 1973; Tajima et 
al., 1994; Widimský et al., 1973), niţší výskyt a závaţnost srdečních arytmií (Meerson et 
al., 1989; Meerson et al., 1987) a sníţenou srdeční fibrózu (Xu et al., 2011).  
V řadě studií bylo zjištěno, ţe na myokard působí účinně nejen kontinuální 
hypoxická adaptace, ale také intermitentní hypoxie. Pro adaptaci myokardu stačí 
přerušované působení hypoxického podnětu několik hodin denně po několik dní (např. 
4 hodiny denně, 24 expozic) (McGrath et al., 1973; Widimský et al., 1973). Nicméně 
hranice, od které dochází k fyziologickým a patologickým změnám myokardu při 
hypoxické expozici, není přesně stanovena. Některé laboratoře povaţují výšku 
3 000 m n. m. za minimální hranici pro rozvoj hypoxických funkčních a strukturálních 
změn. Jiná experimentální pracoviště povaţují za tuto pomyslnou hranici niţší nadmořskou 
výšku (Kolář et al., 1988). Navíc existuje mnoho protokolů lišících se typem hypoxie, 
mnoţstvím kyslíku, délkou cyklu, počtem cyklů za den a celkovým počtem expozic. 
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Metodika společně s druhem, věkem a pohlavím experimentálního zvířete výrazně 
ovlivňuje výsledek experimentu (Yin et al., 2012).  
2.2.1 Účinky adaptace na intermitentní hypobarickou hypoxii 
Při vystavení myokardu intermitentní hypobarické hypoxii (IHH) dochází 
především ke sníţení velikosti infarktu myokardu (Neckář et al., 2002), zlepšení 
postischemické obnovy kontraktilní funkce (Tajima et al., 1994) a niţšímu výskytu 
a závaţnosti ischemických a reperfúzních arytmií (Asemu et al., 2000). Dalším pozitivním 
účinkem adaptace na IHH je pokles apoptózy kardiomyocytů, díky sníţení exprese 
proapoptotického proteinu Bax a zvýšení exprese antiapoptotického proteinu Bcl-2 (Dong 
et al., 2003). Mění se i metabolismus kardiomyocytů, přičemţ aerobní metabolismus, 
včetně oxidace mastných kyselin, je potlačen, zatímco metabolismus glukózy je zvýšen, 
coţ sniţuje spotřebu kyslíku v myokardu (Moret, 1980). Současně je sníţena i spotřeba 
ATP prostřednictvím utlumení procesů závislých na ATP, jako je syntéza proteinů 
a transport iontů (Hochachka & Lutz, 2001). Adaptace IHH také spouští syntézu tzv. 
stresových proteinů (např. HSP70), které během ischemie dočasně chrání důleţité 
intracelulární struktury, takţe činnost buňky můţe být po ukončení stresu obnovena (Iwaki 
et al., 1993). 
Změny na molekulární úrovni jsou doprovázené fyziologickými změnami. Při 
adaptaci na IHH dochází mj. ke zvýšení hematokritu a koncentrace hemoglobinu, čímţ se 
zlepšuje transportní kapacita krve pro kyslík (Monge & León-Velarde, 1991). K tomu 
přispívá také zvýšená angiogeneze (Tomanek et al., 2003). Myokard adaptovaný na 
vysokou nadmořskou výšku je tedy mnohem odolnější vůči projevům akutního I/R 
poškození. Navíc při vystavení organismu chronické hypoxii dochází i k adaptaci plic, při 
které se zvětšuje jejich aktivní povrch, plicní objem a difúzní kapacita plic pro výměnu 
plynů (Moret, 1980). 
Na druhou stranu můţe mít adaptace na chronickou hypoxii i negativní účinky. 
Poškozuje kardiopulmonální systém, protoţe má opačný vliv na tělní a plicní krevní oběh. 
V tělním oběhu dochází k vazodilataci, zatímco v plicním oběhu dochází k vazokonstrikci. 
To vede k plicní hypertenzi a hypertrofii pravé srdeční komory (Ošťádal & Kolář, 2007). 
Adaptace na chronickou hypoxii také vyvolává polycytémii neboli trvalé zvýšení počtu 
červených krvinek a krevního barviva. Vlivem polycytémie se zvyšuje krevní viskozita, 
a tím i zátěţ srdce (Ošťádal & Widimský, 1985). Adaptace na chronickou hypoxii je dále 
spojena se zvýšeným oxidačním stresem. Ten se na jednu stranu podílí na I/R poškození 
9 
 
normoxického myokardu a na patogenezi hypoxické plicní hypertenze, na druhou stranu 
díky aktivaci endogenních signálních kaskád působí mírný oxidační stres protektivně na 
myokard adaptovaný na chronickou hypoxii (Kolář & Ošťádal, 2004). 
Adaptace organismu na IHH zvyšuje jeho schopnost udrţet si odolnost vůči 
akutnímu nedostatku kyslíku poměrně dlouho po ukončení adaptace (týdny aţ měsíce), 
přičemţ jednotlivé projevy adaptace přetrvávají různě dlouho. Nejrychleji (po dvou 
týdnech) se k normálním hodnotám vrací tělesná hmotnost, která je během adaptace 
sníţená. Během dalších dvou týdnů se postupně sniţuje mnoţství hemoglobinu na hladinu 
před adaptací a mizí také hypertrofie pravé komory srdeční (Neckář et al., 2004; Ošťádal & 
Widimský, 1985). 
I kdyţ je protektivní účinek adaptace na chronickou hypoxii znám poměrně dlouho, 
stále nebyl přesně objasněn jeho molekulární mechanismus (Wang et al., 2012). Objasnění 
signalizačních drah zapojených v adaptaci by mělo velký význam pro prevenci a léčbu 
kardiovaskulárních onemocnění člověka (Ošťádal & Kolář, 2007).  
2.2.2 Signální dráhy aktivované adaptací na intermitentní hypobarickou hypoxii 
Adaptace organismu na IHH je charakterizována strukturními a funkčními 
změnami zajištujícími homeostázu buněk s minimálním výdejem energie. Tato 
přizpůsobení mohou chránit srdce za podmínek, které vyţadují zvýšení výkonu a následně 
i obrat metabolismu (Ošťádal & Kolář, 2007). Byla navrţena celá řada molekulárních 
mechanismů, které by se mohly podílet na změnách srdce při IHH adaptaci. Předpokládá 
se, ţe jsou v této adaptaci zapojené podobné signální dráhy jako při ischemickém 
preconditioningu (viz obrázek 1).  
Bylo zjištěno, ţe se v signálních drahách vyvolávajících kardioprotektivní účinky 
IHH uplatňují např. oxid dusnatý (NO) (Rouet-Benzineb et al., 1999), hypoxií indukovaný 
faktor 1 (HIF-1), erytropoetin (Cai et al., 2003) a opioidní receptory (Pei et al., 2000). Naše 
laboratoř odhalila, ţe jsou do signalizace vyvolané adaptací na IHH zahrnuty 
i mitochondriální draslíkové kanály závislé na ATP (mKATP) (Neckář et al., 2002), 
proteinkináza C (PKC) (Hlaváčková et al., 2010; Neckář et al., 2005) a reaktivní formy 





Obrázek 1: Signální dráhy aktivované ischemickým preconditioningem: Receptory pro bradykinin, opioidy 
a adenosin společně spouští signální dráhy tak, ţe prostřednictvím trimerních G proteinů aktivují PI3 kinázu 
a fosfolipázu C (PLC). PLC štěpí fosfolipidy a uvolňuje diacylglycerol, který následně aktivuje 
proteikinázu C (PKC). Signální dráhy vedou k otevření mitochondriálních draslíkových kanálů závislých na 
ATP (mKATP) a brání otevření mitochondriálního póru (MPTP), které by vedlo k destrukci mitochondrie. 
Otevření mKATP přispívá ke zvýšené tvorbě reaktivních forem kyslíku (ROS), které mohou aktivovat PLC, 
PKC a tyrozinkinázu (TK), čímţ šíří kardioprotektivní signál (Yellon & Downey, 2003). 
 
mKATP jsou kanály ve vnitřní mitochondriální membráně, které propouští K
+
 ionty 
do mitochondriální matrix a jsou inhibovány fyziologickým mnoţstvím ATP (Carreira et 
al., 2004). Během adaptace na IHH pravděpodobně dochází k otevření mKATP, které 
mohou následně přispět ke zvýšené tvorbě ROS. Jedním z enzymů, který by mohl vyvolat 
otevření mKATP je PKC (Neckář et al., 2002). V modelu IHH je nejspíše zapojena izoforma 
PKCδ, jejíţ zvýšená exprese byla pozorována v homogenátu i partikulární frakci myokardu 
potkana (Hlaváčková et al., 2010; Neckář et al., 2005). Další důleţitou sloţkou signálních 
drah jsou ROS. Není přesně známo, v jakém pořadí se jednotlivé komponenty 
protektivních signálních kaskád ovlivňují. Výsledky ale naznačují, ţe zvýšená produkce 
ROS by mohla předcházet aktivaci PKCδ a mKATP (Kolář et al., 2007). Během adaptace na 
IHH se totiţ díky opakujícím se intervalům hypoxie a reoxygenace zvyšuje mnoţství ROS, 
a tedy i oxidační stres (Wang et al., 2011). Důkazem je sníţení poměru redukovaného 
(GSH) k oxidovanému (GSSG) glutathionu, zvýšení lipidové peroxidace (Kolář et al., 
2007) a zvýšené mnoţství manganové superoxiddismutázy (MnSOD) v mitochondriích po 
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adaptaci na IHH (Balková et al., 2011). Experimenty s antioxidantem N-acetylcysteinem 
(NAC) ukázaly, ţe není-li míra oxidačního stresu příliš velká, působí ROS na srdce 
protektivně. Chronické podávání NAC potkanům během adaptace zrušilo pozitivní efekt 
IHH na velikost infarktu a současně sníţilo mnoţství PKCδ. ROS se tedy zdají být 
významnými signálními molekulami, které zprostředkovávají kardioprotektivní účinek 
adaptace na IHH (Kolář et al., 2007). 
 2.3 Reaktivní formy kyslíku 
Oxidační stres je definován jako nerovnováha mezi vznikem ROS a reaktivních 
forem dusíku (RNS) a jejich odstraňováním. ROS a RNS byla dříve přisuzována pouze 
negativní úloha. Později se ale ukázalo, ţe se tyto molekuly uplatňují jako důleţité součásti 
signálních drah za fyziologických i patologických stavů buňky. Jejich hladina proto musí 
být přísně regulovaná, k čemuţ slouţí široká škála antioxidačních enzymů 
a neenzymových antioxidantů.  
Aerobní buňky produkují ROS jako vedlejší produkty metabolismu. Mezi ROS 
patří superoxidový radikál (O2
-●
), peroxid vodíku (H2O2), kyselina chlorná (HOCl) 




 není sám o sobě příliš reaktivní. Navíc nemůţe 
procházet přes buněčné membrány, a proto působí pouze v místě svého vzniku. Ze dvou 
molekul O2
-●
 můţe vzniknout H2O2, který je málo reaktivní, ale má schopnost procházet 
přes buněčné membrány (Nordberg & Arnér, 2001). Na rozdíl od ostatních zástupců ROS 
vydrţí H2O2 v buňce déle, coţ z něj dělá vhodnou signální molekulu (Yin et al., 2012). Na 
druhou stranu z H2O2 mohou vznikat reaktivnější molekuly, jako je HOCl, která vzniká 
činností myeloperoxidázy, a OH
●
, který vzniká ve Fentonově reakci, kde spolu reagují 
H2O2 a tranzitní kovy (viz obrázek 2). OH
●
 je nejnebezpečnější molekulou ROS, protoţe 




















Obrázek 2: Fentonova reakce (Nordberg & Arnér, 2001). 
 
Nejvýznamnějším místem produkce ROS v buňce jsou mitochondrie, a to 
především komplex I a komplex III elektrontransportního řetězce. Dále mohou ROS 
vznikat činností NADPH oxidázy vázané na cytoplazmatické membráně, která předává 
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elektron z NADPH na molekulu kyslíku za vzniku O2
-●
. Dalšími zdroji ROS jsou 
cytochrom P450, xantinoxidáza, pyruvátdehydrogenáza a monoaminooxidáza (Santos et 
al., 2011). ROS jsou také produkovány při metabolických reakcích kyseliny arachidonové 
(Kim et al., 2008). 
Nepříznivým dopadem oxidačního stresu jsou především modifikace DNA, lipidů 
a proteinů. Ve struktuře proteinů jsou na redoxní stav buňky citlivé Cys, protoţe mezi nimi 
mohou v oxidačním prostředí vznikat intermolekulární a intramolekulární disulfidické 
můstky. Navíc thiolová skupina (SH) Cys podléhá oxidaci na kyselinu sulfenovou (SOH), 
sulfinovou (SO2H) aţ sulfonovou (SO3H) a tyto modifikace ovlivňují funkci proteinů 
a protein-proteinové interakce. Na zachování správné funkce proteinů se podílí řada 
antioxidačních enzymů, které redukují oxidované Cys (např. thioredoxiny) (Lillig et al., 
2008). 
ROS mají vliv i na strukturu fosfolipidových molekul. Fosfolipidy jsou amfipatické 
molekuly skládající se ze dvou hydrofobních řetězců a hydrofilního jádra. Hydrofobní část 
molekuly tvoří nasycené a nenasycené mastné kyseliny (FA). Nenasycené FA mohou díky 
svým dvojným vazbám snadno podléhat peroxidaci, která vede ke změně membránové 
fluidity, propustnosti pro ionty a ovlivňuje buněčnou signalizaci (Seleznev et al., 2006). 
Buňka ale disponuje reparačními mechanismy (např. deacylačně/reacylační cyklus), jejichţ 
prostřednictvím můţe takto poškozené membrány opravit (Pérez et al., 2006). 
2.3.1 Tempol 
Tempol je nitrooxidová sloučenina, která působí jako antioxidant, protoţe 
prostřednictvím přenosu jednoho aţ dvou elektronů na molekulu ROS tvoří méně reaktivní 
molekuly. Svým působením tedy tempol chrání DNA, proteiny i lipidy před oxidačním 
poškozením (Wilcox & Pearlman, 2008). Antioxidační účinek tempolu spočívá jednak 
v přeměně O2
-●
 na H2O2, jde tedy o mimetikum superoxiddizmutáz (SOD). Rychlost této 
reakce je stejná jako při katalýze SOD, coţ znamená, ţe je tempol účinnějším 
antioxidantem neţ vitamíny. Kromě toho antioxidační účinky tempolu spočívají také 
v přeměně H2O2 na vodu, kdy imituje působení katalázy (CAT) (Wilcox, 2010). Navíc 
tempol můţe oxidací ţeleza a mědi zabraňovat iniciaci Fentonovy reakce, ve které vzniká 
OH
●
, anebo můţe reagovat přímo s OH
●
. Publikace uvádějí pořadí afinity tempolu 
k jednotlivým ROS: OH
●
 > H2O2 > O2
-● 
(Wilcox & Pearlman, 2008). 
Biologický význam tempolu spočívá zejména v jeho prostupnosti membránami, 
takţe můţe reagovat nejen s extracelulárními, ale i intercelulárními ROS. Další výhodou 
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tohoto antioxidantu je rozpustnost ve vodě, coţ zlehčuje jeho aplikaci v experimentech 
(Simonsen et al., 2009). 
Ze studií s tempolem vyplývá, ţe chrání myokard před I/R poškozením, sniţuje 
krevní tlak a zabraňuje apoptóze (Wilcox, 2010). Na druhou stranu příliš vysoká 
koncentrace tempolu můţe být prooxidační, protoţe O2
-●
, který je odstraňován tempolem,
 
je schopen nejen iniciovat peroxidaci buněčných struktur, ale také ji ukončovat (Wilcox & 
Pearlman, 2008). 
2.4 Antioxidační systém buňky 
K obraně proti působení ROS a RNS slouţí antioxidační systém buňky, do něhoţ 
patří neenzymové antioxidanty (např. α-tokoferol, kyselina askorbová) a antioxidační 
enzymy (např. SOD, CAT) (Nordberg & Arnér, 2001). 
V první linii antioxidační obrany buňky stojí SOD, které katalyzují dizmutaci dvou 
molekul O2
-●
 na H2O2 a kyslík (viz obrázek 3). V savčích buňkách se vyskytují tři izoformy 
SOD, které se liší druhem metalického prvku jako kofaktoru. Ve většině buněk je nejvíce 
exprimována měď/zinková SOD (Cu/ZnSOD), která se nachází v cytosolu, jádru, 
peroxizómech a mitochondriích. Oproti tomu manganová SOD (MnSOD) se vyskytuje 
v mitochondriální matrix a je hlavním enzymem odstraňujícím O2
-●
, které vznikají činností 
elektrontransportního řetězce (Qin et al., 2008). Exprese MnSOD je aktivována oxidačním 
stresem, coţ bylo potvrzeno podáním antioxidantu NAC, které sníţilo její expresi (Balková 
et al., 2011). Třetí izoformou je extracelulární SOD obsahující stejně jako intracelulární 
Cu/ZnSOD měď a zinek (Qin et al., 2008).  
H2O2 můţe být dále konvertován na vodu působením CAT (viz obrázek 3), která je 
lokalizovaná v peroxizómech, mitochondriální matrix a cytosolu. Její exprese v srdci je 
v porovnání s jinými tkáněmi nízká, coţ by mohlo být důvodem vysoké citlivosti srdce 
k oxidačnímu poškození (Zhou & Kang, 2000).  
V buňkách také existují dva hlavní thiol-dependentní antioxidační systémy, tzv. 
glutaredoxinový a thioredoxinový systém (viz obrázek 3). Oba systémy fungují na 
podobném principu, při kterém jejich jednotlivé komponenty prochází cyklem oxidace 
a redukce a postupně předávají elektron od NADPH aţ na cílovou molekulu (např. 
oxidovaný protein, H2O2), čímţ ji redukují (Ahsan et al., 2009). Navíc spolu tyto dva 






Obrázek 3: Antioxidační systém buňky: Superoxidový radikál (O2
-●
), který vzniká především činností 
mitochondriálního elektrontransportního řetězce, je přeměněn na peroxid vodíku (H2O2) pomocí manganové 
(MnSOD) a měď/zinkové superoxiddizmutázy (Cu/ZnSOD). Vzniklý H2O2 můţe být dále konvertován na 
vodu (H2O) působením katalázy (CAT), peroxiredoxinů (PRX) anebo antioxidačních enzymů 
z glutaredoxinového systému. Oxidované PRX jsou následně redukovány pomocí thioredoxinového systému, 
který zahrnuje thioredoxiny (TRX), thioredoxinreduktázy (TRXR) a NADPH. Na druhou stranu z H2O2 
můţe vzniknout vysoce škodlivý hydroxylový radikál (OH
●
), který poškozuje proteiny a lipidy. Na opravách 
těchto poškození se podílí mj. TRX a na kalciu nezávislé fosfolipázy A2 (iPLA2) (Ahsan et al., 2009; 
Nordberg & Arnér, 2001; Pérez et al., 2006). 
 
Glutaredoxinový systém zahrnuje glutathionperoxidázy (GPX), glutaredoxiny, 
glutathion, glutathionreduktázy a NADPH (Lu & Holmgren, 2014). GPX katalyzují 
redukci H2O2 a hydroperoxidů na vodu a alkoholy (Brigelius-Flohé & Maiorino, 2013). 
Glutaredoxiny slouţí jako donory elektronů pro ribonukleotidreduktázu, katalyzují redukci 
disulfidických můstků ve struktuře proteinů a také glutathionylaci i deglutathionylaci 
proteinů (Lillig et al., 2008). Další sloţka systému, glutathion, je neenzymový antioxidant, 
který můţe být v redukované formě, tj. GSH, nebo oxidované formě, tj. GSSG. Udrţení 
správného poměru GSH/GSSG je pro buňku velmi významné a ukazuje na míru 
oxidačního stresu (Townsend et al., 2003). Nedílnou součástí glutaredoxinového systému 
jsou glutathionreduktázy, které redukují oxidované glutaredoxiny (Ahsan et al., 2009) 
a GSSG (Townsend et al., 2003).  
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2.5 Thioredoxinový systém 
Buňka je kromě glutaredoxinového systému vybavena i thioredoxinovým 
systémem, který zahrnuje thioredoxiny (TRX), thioredoxinreduktázy (TRXR) a NADPH. 
TRX působí antioxidačně především prostřednictvím peroxiredoxinů (PRX) (Lu & 
Holmgren, 2014). 
2.5.1 Peroxiredoxiny 
PRX jsou malé antioxidační enzymy (22-27 kDa), které redukují H2O2 
a hydroperoxidy na vodu a alkylhydroperoxidy na alkoholy. Mají vyšší afinitu k H2O2 neţ 
CAT a GPX, a proto jsou významné při ochraně buňky před oxidačním stresem. 
Existuje šest izoforem PRX, které se podle počtu a pozice Cys vyuţívaných pro 
katalýzu dělí do tří skupin (2-CysPRX, atypické 2-CysPRX, 1-CysPRX). Všechny PRX 
mají ve své struktuře konzervovaný Cys
47
, označovaný CP, který prochází cyklem peroxid-
dependentní oxidace a thiol-dependentní redukce. Některé izoformy PRX mají navíc 
konzervovaný Cys
170
, označovaný CR (Rhee et al., 2005).  
Mezi 2-CysPRX patří PRX1-PRX4. Tyto izoformy PRX mají na N i C konci 
konzervovaný Cys, tedy CP i CR, a fungují jako homodimery. H2O2 nejdříve oxiduje SH 
skupinu na CP. Tím vzniká SOH, která následně reaguje s SH skupinou CR na druhé 
molekule PRX, čímţ vzniká intermolekulární disulfidický můstek (viz obrázek 4). Ten je 
poté redukován pomocí TRX, coţ zajišťuje, ţe PRX mohou pokračovat v redukci dalších 
substrátů. Jednotlivé 2-CysPRX se liší svou buněčnou lokalizací. PRX1, PRX2 se 
vyskytují v cytosolu a v jádru, kde mohou ovlivňovat transkripční faktory (např. c-Myc, 
NF-κB) (Ishii et al., 2012). Oproti tomu PRX3 je mitochondriální protein. PRX4 se 
nachází v endoplazmatickém retikulu a můţe být sekretován z buňky do extracelulárního 
prostoru (Zhu et al., 2012). 
Jediným zástupcem atypických 2-CysPRX je PRX5. Nachází se v cytosolu, 
mitochondriích, jádru a peroxizómech (Zhu et al., 2012). Stejně jako 2-CysPRX vyuţívá 
pro katalýzu dva Cys, ale konzervovaný je pouze ten na N konci. Oxidovaný CP
 
tvoří 
intramolekulární disulfidický můstek s CR stejné molekuly PRX5, takţe funguje jako 
monomer. Redukce PRX5 probíhá pomocí TRX (viz obrázek 4). 
Mezi 1-CysPRX patří pouze PRX6, který vyuţívá pro katalýzu jen jeden Cys. 
Oxidovaný CP je redukovaný pomocí GSH, který obsahuje SH skupinu, a glutathion 
S-transferázy (viz obrázek 4) (Rhee et al., 2012). PRX6 se od ostatních PRX liší i v dalších 
ohledech. Je jedinou izoformou PRX, která je schopná redukovat oxidované fosfolipidy. 
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Navíc má PRX6 kromě peroxidázové aktivity i aktivitu na kalciu nezávislé fosfolipázy A2 
(iPLA2) s pH 4 optimem. Fosfolipázová aktivita PRX6 vyuţívá katalytickou trojici 
Ser-His-Asp a způsobuje odštěpování mastných kyselin z druhého uhlíku fosfolipidů 
(Fisher, 2011). Je však třeba zdůraznit, ţe peroxidázová aktivita PRX6 je asi padesátkrát 
vyšší neţ iPLA2 aktivita (Manevich & Fisher, 2005). PRX6 funguje jako antioxidant 
v cytosolu, kde je neutrální pH. Podílí se na redukci oxidovaných fosfolipidů, a pokud se 
společně s oxidačně modifikovanou membránou dostane do lyzozómu, tak je díky 
kyselému pH aktivována jeho iPLA2 aktivita, a tak PRX6 začne hydrolyzovat fosfolipidy. 
Povaha aktivity PRX6 není závislá jen na hodnotě pH. Fosforylace PRX6 působením 
MAPK zvyšuje iPLA2 aktivitu i ve vyšším pH. Naopak vazba surfaktantového proteinu A 
této aktivitě brání (Fisher, 2011). PRX6 je také ovlivněn ischemií, která vede k jeho 
translokaci z cytosolu do mitochondrií, kde stabilizuje jejich funkci (Eismann et al., 2009).  
 
 
Obrázek 4: Mechanismus katalýzy jednotlivých skupin peroxiredoxinů (PRX): Oxidované 2-CysPRX 
a atypické 2-CysPRX jsou redukovány thioredoxinovým systémem, který se skládá z thioredoxinů (TRX), 
thioredoxinreduktáz (TRXR) a NADPH. Oproti tomu oxidované 1-CysPRX jsou redukovány pomocí 





TRX jsou malé proteiny (12-18 kDa), které prostřednictvím tvorby disulfidických 
můstků redukují oxidované Cys ve struktuře PRX (viz obrázky 4 a 5), ale i dalších 
peroxidovaných proteinů. Existují tři izoformy TRX. TRX1 a TRX2 se vyskytují ve všech 
buňkách, zatímco třetí izoforma TRX je specifická pouze pro spermatidy (Maulik & Das, 
2008).  





), jejichţ redoxní stav je klíčový pro jeho aktivitu. Lidský 






), přičemţ jejich 
modifikace (glutathionylace, oxidace a nitrosylace) také ovlivňují aktivitu tohoto enzymu.  
TRX1 má mnoho funkcí, které se liší podle jeho buněčné lokalizace a interakce 
s dalšími proteiny. Slouţí jako donor elektronů pro ribonukleotidreduktázu, která se podílí 
na syntéze DNA tím, ţe redukuje ribonukleotidy na deoxyribonukleotidy (Arnér & 
Holmgren, 2000). Dále TRX1 v cytoplazmě přispívá k udrţení správného redoxního stavu 
buňky (Maulik & Das, 2008). Jednak udrţuje PRX1 a PRX2 v redukované formě, a také 
redukuje Cys disulfidy a nitrothioly ve struktuře oxidačně modifikovaných proteinů 
(Santos et al., 2011). Tato redukce je rychlejší neţ redukce prostřednictvím GSH (Arnér & 
Holmgren, 2000). Navíc oxidační stres vyvolává translokaci TRX1 do jádra a zvyšuje jeho 
expresi prostřednictvím transkripčního faktoru Nrf2, který se váţe na element citlivý na 
antioxidanty (ARE) ve struktuře genu TRX1 (Calvert et al., 2009). Dále TRX1 v jádru 
redukuje Cys ve struktuře transkripčních faktorů (např. NF-κB, AP-1 a HIF-1), a tím 
umoţňuje jejich vazbu na DNA (Go & Jones, 2010).  
Pro funkci TRX1 je obecně důleţitý jeho redoxní stav. Redukovaný TRX1 
obsahuje ve své struktuře SH skupiny a oxidovaný TRX1 obsahuje disulfidický můstek. 
Pouze redukovaná forma TRX1 je schopna vazby na transkripční faktory a další proteiny 
(Arnér & Holmgren, 2000). Příkladem můţe být vazba TRX1 na kinázu regulující 
apoptózu (ASK1), která hraje esenciální roli v apoptóze indukované stresem. Vazbou 
TRX1 na ASK1 dochází k inhibici této kinázy, čímţ TRX1 brání spuštění apoptotické 
kaskády. Za podmínek mírného oxidačního stresu se TRX1 vyskytuje spíše v redukované 
formě, čímţ zabraňuje apoptóze. Při zvýšeném oxidačním stresu ale ROS způsobují 
oxidaci TRX1, čímţ brání jeho vazbě na ASK1, a můţe tedy dojít k iniciaci procesů 
vedoucích k apoptóze (Saitoh et al., 1998).  
TRX1 díky svému antioxidačnímu a antiapoptotickému působení přispívá 
k ochraně myokardu. Jeho zvýšená exprese zlepšuje postischemické obnovení srdeční 
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funkce a zmenšuje oblast zasaţenou infarktem myokardu (Turoczi et al., 2003). Mimo to 
TRX1 stimuluje růst lymfocytů, fibroblastů a některých nádorových buněčných linií 
(Maulik & Das, 2008).  
 
Obrázek 5: Thioredoxinový systém: Peroxiredoxiny (PRX) redukují peroxid vodíku (H2O2) a hydroperoxidy 
(ROOH), a samy se tak oxidují. Oxidované PRX jsou následně redukovány pomocí thioredoxinů (TRX). 
Poté jsou oxidované TRX redukovány thioredoxinreduktázami (TRXR) s vyuţitím NADPH + H
+
 (Lu & 
Holmgren, 2014). 
 
Obecně je TRX2 méně studovaným antioxidačním enzymem neţ TRX1. Má 
konzervované aktivní místo stejné jako TRX1, ale nemá další strukturní Cys. Na rozdíl od 
TRX1 má N koncovou sekvenci cílící do mitochondrií, která určuje jeho lokalizaci 
(Maulik & Das, 2008). Funkcí TRX2 je především redukce oxidovaného PRX3, čímţ 
přispívá k ochraně buňky před ROS vznikajícími v mitochondriích (Ahsan et al., 2009). 
Navíc TRX2 můţe bránit iniciaci apoptotické kaskády třemi způsoby. Jednak jako 
zástupce antioxidačních enzymů sniţuje oxidační stres, dále můţe obdobě jako TRX1 
inhibovat ASK1 (Zhang et al., 2004) a v neposlední řadě přímou interakcí 
s cytochromem c brání jeho uvolnění z mitochondrií (Masutani et al., 2005).  
2.5.3 Thioredoxinreduktázy 
Další součástí thioredoxinového systému jsou TRXR, které pomocí NADPH 
redukují oxidované TRX (viz obrázek 5), ale i další substráty (např. lipidové 
hydroperoxidy a H2O2) (Ahsan et al., 2009). 
TRXR vyšších eukaryot jsou 55-65 kDa velké, dimerní, selen-dependentní 
flavoproteiny příbuzné glutathionreduktázám. TRXR mají oproti glutathionreduktázám 
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navíc na C konci Sec, který je nezbytný pro jejich katalytickou aktivitu. TRXR ve své 
struktuře dále obsahují FAD a NADPH vazebnou doménu. Elektrony jsou předávány 
z NADPH na FAD, dále na dithiolový motiv, z něj na selenylsulfid ve struktuře druhé 
podjednotky a konečně na disulfid substrátu (Nordberg & Arnér, 2001). 
Obdobně jako u TRX existují tři izoformy TRXR. TRXR1 je lokalizovaná 
v cytosolu a jádru a redukuje TRX1. TRXR2 se nachází v mitochondriích, kde redukuje 
TRX2. Třetí izoforma TRXR, thioredoxin-glutaredoxinreduktáza, je exprimována pouze 
ve varlatech (Ahsan et al., 2009). Někdy je řazena ke glutaredoxinům, protoţe kromě FAD 
a NADPH vazebné domény obsahuje glutaredoxinovou doménu (Lu & Holmgren, 2014), 
takţe je navíc schopná redukovat i GSSG. Aktivita thioredoxin-glutaredoxinreduktázy tedy 
poukazuje na propojení obou thiol-dependentních antioxidačních systémů (Nordberg & 
Arnér, 2001). 
2.6 Enzymy metabolismu železa 
Pro buňku je důleţité zachování rovnováhy antioxidačních a prooxidačních 
systémů. Prooxidačně působí řada enzymů (např. NADPH oxidáza, cytochrom P450 
a xantinoxidáza), ale také volné ţelezo (Fe) nebo hem. Fe je esenciálním prvkem pro 
všechna eukaryota a většinu prokaryot, protoţe je nezbytné pro aktivitu řady enzymů, 
fungování mitochondriálního elektrontransportního řetězce a transport kyslíku 
prostřednictvím hemoproteinů. Na druhou stranu můţe reverzibilní vazba molekuly 
kyslíku na atom Fe v hemoproteinech vést ke vzniku O2
-●
, ze kterého mohou následně 
vznikat další ROS (Chepelev & Willmore, 2011). Kromě toho je volné Fe pro buňku 
toxické, protoţe se účastní Fentonovy reakce (viz obrázek 2), ve které vzniká velmi 
škodlivý OH
●
 (Nordberg & Arnér, 2001). 
V krvi je Fe transportováno prostřednictvím proteinu transferrinu. Komplex 
transferrin-Fe se můţe vázat na transferrinový receptor na plazmatické membráně. Fe se 
následně pomocí receptorem zprostředkované endocytózy dostane do endozomu 
a okyselováním endozomu dojde k uvolnění Fe z transferrinu. Fe je poté redukováno 




 a je dále transportováno přes endozomální membránu 
pomocí transportéru Fe
2+
. V cytosolu můţe být Fe vyuţito různými cestami. Jednak můţe 
být inkorporováno do ţelezo-sirných (Fe-S) klastrů nebo transportováno do mitochondrie 
pomocí mitoferrinu, dále můţe být vyvázáno ferritinem či transportováno ven z buňky 
pomocí transportéru ferroportinu. Mitochondrie jsou hlavním místem spotřeby Fe, protoţe 
20 
 
v nich vzniká hem a Fe-S klastry, které jsou nezbytné pro funkci mitochondriálního 
elektrontransportního řetězce (Ye & Rouault, 2010). 
Kvůli významu Fe pro funkci buňky, ale i kvůli toxicitě volného Fe, musí být 
přísně regulován jeho metabolismus. To zajišťují proteiny regulující Fe (IRP), které mají 
dvě izoformy (IRP1 a IRP2). Obě izoformy IRP se při nedostatku Fe v buňce váţí na 
element citlivý na Fe (IRE) v nepřekládané oblasti mRNA proteinů účastnících se 
metabolismu Fe. Navíc se IRP mohou vázat i na IRE v mRNA proteinů Krebsova cyklu, 
cytoskeletu a hypoxií indukovaného faktoru 2α (HIF-2α).  
Pro regulaci exprese výše uvedených proteinů je klíčové, zda se IRE nachází na 5´ 
nebo 3´ konci mRNA. Pokud se IRP váţí na IRE na 5´ konci mRNA, brání translaci těchto 
proteinů. Naopak vazba IRP na IRE na 3´ konci mRNA nukleovou kyselinu stabilizuje, 
protoţe maskuje sekvenci pro degradaci mRNA. IRP tímto způsobem zajišťují zvýšení 
intracelulární koncentrace Fe. Je-li totiţ v buňce málo Fe, IRP se váţí mj. na 5´ konec 
mRNA pro ferritin a ferroportin, čímţ blokují jejich translaci. Fe tedy není ani vyvazováno 
na ferritin ani transportováno ven z buňky ferroportinem. Navíc IRP se současně váţí na 
3´ konec mRNA transferrinového receptoru a transportéru Fe
2+
, čímţ brání její degradaci, 
takţe je Fe více transportováno do cytosolu (viz obrázek 6).  
 
Obrázek 6: Regulace exprese proteinů účastnících se metabolismu ţeleza (Fe) pomocí proteinů regulujících 
ţelezo (IRP) v závislosti na mnoţství Fe v buňce: Při nedostatku Fe se IRP váţí na mRNA, zatímco při 
dostatku Fe je této vazbě bráněno vloţením ţelezo-sirného klastu [4Fe-4S] do struktury IRP1 a degradací 




Na druhou stranu, je-li v buňce dostatek Fe, IRP se neváţí na IRE, coţ je zajištěno 
různými způsoby v závislosti na izoformě IRP (viz obrázek 6). Do struktury IRP1 je při 
dostatku Fe vloţen Fe-S klastr, čímţ IRP1 ztrácí schopnost vázat IRE, ale zároveň získává 
enzymovou aktivitu akonitázy (ACO). Oproti tomu IRP2 je při dostatku Fe degradován E3 
ubiquitinligázou, která pro svou aktivitu vyţaduje vazbu Fe (Anderson et al., 2012).  
2.6.1 Hemoxygenázy 
Významnou součástí metabolismu Fe jsou hemoxygenázy (HO). Jde o 32-36 kDa 
mikrozomální proteiny, které jsou rychlost limitujícími enzymy degradace hemu. HO 
katalyzují tříkrokovou oxidaci hemu na biliverdin, přičemţ vyuţívají tři molekuly kyslíku 
a sedm elektronů. Biliverdin je následně ihned redukován na bilirubin působením 
biliverdinreduktázy. Při reakci katalyzované HO se také uvolňuje oxid uhelnatý (CO) 
a Fe
2+ 
iont (viz obrázek 7). 
Jsou známy tři izoformy HO. Výzkumy se nejvíce zaměřují na HO1, neboli 
stresový protein HSP32. HO1 je inducibilní enzym a její exprese je indukovaná např. 
oxidačním stresem, zánětem, přítomností volného hemu nebo nedostatkem Fe. Oproti tomu 
HO2 a HO3 jsou konstitutivně exprimované proteiny. HO2 se nachází především 
v nervové soustavě a varlatech, zatímco HO3 je specifická pro mozek (West & Oates, 
2008). 
 
Obrázek 7: Schéma reakce katalyzované hemoxygenázou (HO) a biliverdinreduktázou: Po působení HO na 
hem dochází ke vzniku biliverdinu, oxidu uhelnatého (CO) a kationtu ţeleza (Fe
2+
), který dále stimuluje 
expresi ferritinu. Biliverdin je následně přeměněn na bilirubin za katalýzy biliverdinreduktázy (Morse & 
Choi, 2005). 
 
HO1 působí antioxidačně, antiapoptoticky a protizánětlivě. Antioxidační účinek 
HO1 spočívá jednak v degradaci volného hemu, který je toxický, protoţe způsobuje 
oxidaci proteinů, lipidů a DNA. Dále HO1 uvolňuje biliverdin, ze kterého následující 





) a také brání jejich vzniku inhibicí NADPH oxidázy (Hosick & Stec, 
2012). Bilirubin můţe současně působit antiapoptoticky, protoţe zabraňuje oxidaci lipidů 
a oxidačnímu poškození mitochondrií (Clark et al., 2000b). Navíc HO1 při svém působení 
uvolňuje CO, který je důleţitou signální molekulou a působí podobně jako oxid dusnatý 
(NO). Na rozdíl od NO ale není CO volným radikálem (Hosick & Stec, 2012). CO působí 
antiapoptoticky a protizánětlivě prostřednictvím ovlivnění MAPK kaskády (Morse & Choi, 
2005). 
Gen pro HO1 obsahuje řadu elementů pro vazbu transkripčních faktorů, z nichţ 
některé jsou aktivované oxidačním stresem. Jedná se o transkripční faktory z rodiny AP-1, 
NF-κB, HIF-1 a Nrf2 (Morse & Choi, 2002). HIF-1 má navíc vliv i na inducibilní NO 
syntázu, a tak koordinuje signalizaci zprostředkovanou druhými posly CO a NO. Oba tyto 
plyny stimulují guanylátcyklázu, která produkuje další signální molekulu, cyklické GMP, 
které mj. vyvolává vazodilataci cév, čímţ chrání srdce před I/R poškozením. V mnoha 
tkáních, především v srdci, bylo pozorováno, ţe NO zvyšuje expresi HO1. CO uvolňované 
působením HO1 poté sniţuje expresi inducibilní NO syntázy, a zpětnou vazbou tak brání 
přílišné produkci reaktivního NO (Haines et al., 2012). 
HO2 na rozdíl od HO1 obsahuje dvě vazebná místa pro hem, a proto se významně 
podílí na udrţení jeho hladiny v buňce (Han et al., 2005). Tato izoforma je exprimována 
především v nervové soustavě, kde uvolňovaný CO slouţí jako neurotransmiter (Christou 
et al., 2000). Dále se HO2 vyskytuje v buňkách nervového původu v karotidovém tělísku, 
ve kterém se podílí na senzitivitě vůči koncentraci kyslíku v krvi (Han et al., 2005), 
přičemţ sníţená hladina kyslíku inhibuje aktivitu HO2 a sniţuje mnoţství uvolněného CO 
(Prabhakar, 2012). 
Nicméně HO kromě antioxidačních molekul uvolňují i prooxidační Fe. To ale 
indukuje expresi ferritinu, který Fe vychytává, a působí tak antioxidačně (Morse & Choi, 
2002). Další moţností, jak chránit před působením volného Fe, je jeho zabudování do Fe-S 
klastrů. Existují [2Fe-2S] klastry, které se mohou vyskytovat např. ve struktuře 
glutaredoxinů, nebo [4Fe-4S] klastry, které obsahují mj. akonitázy (ACO). Obecně jsou ale 
všechny enzymy obsahující Fe-S klastry náchylné k oxidačnímu stresu, který můţe vyvolat 






Dalšími enzymy účastnícími se metabolismu Fe jsou ACO, které katalyzují 
přeměnu citrátu na izocitrát. V buňkách se vyskytují dvě izoformy ACO (ACO1 a ACO2), 
které ve své struktuře obsahují [4Fe-4S] klastr, ale liší se lokalizací v buňce (Anderson et 
al., 2012). 
ACO1 je 98 kDa cytosolický enzym, ale za určitých podmínek (např. nedostatek 
Fe, oxidační stres) můţe translokovat na membrány endoplazmatického retikula a Golgiho 
aparátu (Christova & Templeton, 2007; Patton et al., 2005). Úloha ACO1 vázané na 
membrány není dosud přesně známa, ale v cytosolu plní tento enzym dvě odlišné funkce. 
Jednak hraje důleţitou roli v metabolismu Fe, protoţe při nedostatku Fe v buňce ACO1 
ztrácí [4Fe-4S] klastr. Tím se z ní stává regulační protein IRP1, který se váţe na IRE 
různých mRNA (Anderson et al., 2012). Na druhou stranu pokud ACO1 ve své struktuře 
obsahuje [4Fe-4S] klastr, tak katalyzuje přeměnu citrátu na izocitrát, který v cytosolu 
slouţí jako donor elektronů pro cytosolickou izocitrátdehydrogenázu. Ta redukuje NADP
+
 
na NADPH, takţe se ACO1 podílí na udrţení správné hladiny NADPH v cytosolu (Minich 
et al., 2003). 
Další izoformou ACO je mitochondriální ACO2 (85 kDa), která je jednak součástí 
Krebsova cyklu, kde primárně katalyzuje přeměnu citrátu na izocitrát (Cantu et al., 2011), 
a jednak tvoří komplex s mitochondriální DNA (Chen et al., 2007). ACO2 na rozdíl od 
ACO1 neplní funkci IRP, ale je naopak regulována IRP. mRNA pro ACO2 totiţ obsahuje 
5´ koncové IRE, coţ znamená, ţe při nedostatku Fe vazba IRP na IRE blokuje translaci 
ACO2. 
Antioxidační úloha ACO spočívá ve vázání prooxidačního Fe v [4Fe-4S] klastru. 
Nicméně tento klastr je sám o sobě citlivý na oxidační zátěţ. ACO2 je díky své lokalizaci 
v mitochondriích náchylnější k oxidačnímu poškození. Proto bývá inaktivace tohoto 
enzymu vyuţívána jako jeden z markerů oxidačního stresu (Cantu et al., 2011).  
2.7 Fosfolipázy A2 
Fosfolipázy A2 (PLA2) katalyzují hydrolýzu esterové vazby na druhém uhlíku 
glycerolu v molekule fosfolipidů, čímţ vzniká volná mastná kyselina (FA) 
a 2-lyzofosfolipid. Oba dva produkty hydrolytické reakce se mohou uplatnit v signalizaci. 
PLA2 se dělí do šesti skupin podle závislosti na kalciu, molekulové hmotnosti, druhu 
aminokyselin v aktivním centru a preference pro substrát. Jsou to sekretované PLA2, 
cytosolické PLA2, na kalciu nezávislé PLA2 (iPLA2), krevní destičky aktivující faktor 
24 
 
acetylhydrolázy, lyzozomální PLA2 a nedávno objevené adipocytární PLA2 (Dennis et al., 
2011). 
V myokardu se nejhojněji vyskytují iPLA2, které tvoří aţ 80 % aktivity PLA2 
v srdečním svalu (McHowat & Creer, 2004). Navíc funkce iPLA2 úzce souvisí s oxidačním 
stresem, protoţe z fosfolipidů preferenčně odštěpují oxidačně modifikované FA (White & 
McHowat, 2007).  
2.7.1 Na kalciu nezávislé fosfolipázy A2 
iPLA2 jsou 84-90 kDa enzymy, jejichţ aktivita je nezávislá na Ca
2+
 iontech 
a v aktivním centru obsahují katalytickou dvojici Ser-Asp. Patří mezi ně šest izoforem – 
iPLA2β, iPLA2γ, iPLA2δ, iPLA2ε, iPLA2δ a iPLA2ε (Dennis et al., 2011). V srdeční tkáni 
se vyskytují především izoformy iPLA2β a iPLA2γ a jejich správná regulace je nezbytná 
pro udrţení integrity membrány, funkci iontových kanálů a energetiku kardiomyocytů 
(Cedars et al., 2009). 
iPLA2β má molekulovou hmotnost 85 kDa a vyskytuje se v cytosolu 
a mitochondriích. Ve své struktuře obsahuje sedm aţ osm ankyrinových repeticí a je 
jedinou PLA2 s ATP vazebnou doménu. Vazba ATP stabilizuje iPLA2β a chrání Cys v její 
struktuře před oxidací. Obecně totiţ PLA2 ve své struktuře obsahují neobvykle významný 
podíl Cys (více neţ 10 % aminokyselin). iPLA2β sice pro aktivitu ani pro vazbu na 
membránu nepotřebuje Ca
2+
 ionty, nicméně můţe být nepřímo regulována mnoţstvím Ca
2+
 
iontů v buňce, a to prostřednictvím Ca
2+
-dependentního kalmodulinu, který jí inhibuje 
(Dennis et al., 2011). iPLA2β je dále ovlivněna ischemií, která ji aktivuje a způsobuje její 
translokaci na mikrozomální membrány (Cedars et al., 2009). Během ischemie se také 
zvyšuje koncentrace acyl-koenzym A řetězců, které se váţí na iPLA2β, a tím ruší její 
kalmodulinem zprostředkovanou inhibici. Navíc bylo prokázáno, ţe zvýšení aktivity 
iPLA2β za ischemických podmínek vede k rozvoji srdečních arytmií (Jenkins et al., 2009). 
iPLA2γ je 90 kDa enzym, který je lokalizován v mitochondriích a peroxizómech. 
Z řady výzkumů plyne, ţe správná hladina iPLA2γ je nezbytná pro udrţení homeostáze 
membránových fosfolipidů a funkci mitochondrií v kardiomyocytech (Mancuso et al., 
2007; Moon et al., 2012). Deregulace exprese nebo aktivity iPLA2γ totiţ způsobuje změny 
ve fosfolipidovém sloţení mitochondrií a můţe prostřednictvím produktů hydrolytické 
reakce ovlivnit buněčnou signalizaci (Cedars et al., 2009).  
Význam iPLA2 pro fyziologickou funkci buňky spočívá především v účasti v tzv. 
deacylačně/reacylačním cyklu (viz obrázek 8). Principem tohoto cyklu je nejprve 
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deacylace FA z druhého uhlíku molekuly fosfolipidu za katalýzy iPLA2. Spolu s volnou 
FA vzniká 2-lyzofosfolipid, který můţe být následně reacylován jinou FA pomocí 
lyzofosfolipid-acyltransferáz a transacyláz za účasti koenzymu A a za spotřeby ATP (Pérez 
et al., 2006). 
Důleţitost iPLA2 v tomto cyklu spočívá zejména v jejich preferenční hydrolýze 
oxidačně modifikovaných FA ve struktuře fosfolipidů. Peroxidované FA musí být nejdříve 
hydrolyzovány působením iPLA2, aby pak mohly být redukovány pomocí glutathion-
peroxidáz (GPX) a glutathionu (GSH). Jedinou GPX, která je schopna redukovat 
peroxidované FA vázané ve struktuře fosfolipidu, je GPX4. Její aktivita je ale v porovnání 
s ostatními GPX nízká (McHowat et al., 2001b).  
 
 
Obrázek 8: Průběh deacylačně/reacylačního cyklu: Nejprve reaktivní formy kyslíku (ROS) peroxidují 
mastné kyseliny (FA) v molekule fosfolipidu (a). Následuje odštěpení peroxidované 2-FA prostřednictvím na 
kalciu nezávislých fosfolipáz A2 (iPLA2) (b). Poté glutathionperoxidázy (GPX) s vyuţitím glutathionu (GSH) 
redukují uvolněnou peroxidovanou FA (c). Posledním krokem je reacylace 2-lyzofosfolipidu acyl-
koenzymem A příslušné FA (FA-CoA) (d) (Chakraborti, 2003). 
 
iPLA2 se na jednu stranu účastní deacylačně/reacylačního cyklu, a podílejí se tak na 
opravách peroxidovaných fosfolipidových molekul. Na druhou stranu za patologických 
podmínek (např. ischemie) můţe jejich nadměrná aktivita poškozovat srdeční buňky. 
iPLA2 totiţ pouze deacylují FA z fosfolipidů, protoţe buňka nemá dostatek ATP na jejich 
zpětnou reacylaci (Pérez et al., 2006). Navíc jejich nadměrným působením můţe docházet 
k uvolňování nenasycených FA (kyseliny arachidonové, kyseliny dihomo-γ-linolenové 
a kyseliny eikosapentaenové), ze kterých mohou následně vznikat eikosanoidy, čímţ 
iPLA2 přispívají k rozvoji zánětlivých procesů (Jenkins et al., 2009). Ve studiích 
s bromenollaktonem (BEL), který je specifickým inhibitorem iPLA2, bylo prokázáno, ţe 
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inhibice iPLA2 vede ke zmenšení oblasti poškozené infarktem myokardu (Mancuso et al., 
2003; Williams & Gottlieb, 2002). Obdobně ROS a RNS mohou inhibovat hydrolytickou 




3 Cíle diplomové práce 
 
Byly stanoveny následující cíle diplomové práce: 
 
1) Zavedení stanovení relativního mnoţství HPRT1 v myokardu potkana metodou 
imunodetekce pomocí specifické protilátky a zjištění, zda lze pouţít jako 
housekeeping protein pro model IHH. 
 
2) Zavedení stanovení relativního mnoţství antioxidačních enzymů (PRX6, TRX1, 
TRX2, TRXR1) a enzymů metabolismu ţeleza (HO1, HO2, ACO1, ACO2) metodou 
imunodetekce pomocí specifické protilátky v myokardu potkana za normoxických 
a IHH podmínek. 
 
3) Sledovat relativní zastoupení PRX6, TRX1, TRX2 a TRXR1 v normoxickém a na 
IHH adaptovaném myokardu levé komory potkana.  
 
4) Zavedení imunofluorescenční lokalizace TRX1 v kardiomyocytech za normoxických 
podmínek a po adaptaci na IHH. 
 
5) Sledovat relativní zastoupení HO1, HO2, ACO1 a ACO2 v normoxickém a na IHH 
adaptovaném myokardu levé komory potkana. 
 
6) Sledovat vliv antioxidantu tempolu na relativní zastoupení iPLA2 v myokardu levé 





4 Materiál a metody 
4.1 Laboratorní zvířata 
K experimentům byli pouţiti dospělí samci kmene Wistar. Zvířata byla krmena 
standardní laboratorní dietou a měla neomezený přístup k pitné vodě. Studie probíhala ve 
shodě s Vyhláškou o chovu a vyuţití pokusných zvířat (311/1997 Sb.) a byla schválena 
Etickou komisí Fyziologického ústavu Akademie věd České republiky. 
4.2 Experimentální model intermitentní hypobarické hypoxie  
4.2.1 Efekt intermitentní hypobarické hypoxie 
Potkani byli rozděleni do dvou experimentálních skupin. Jedna z nich byla 
adaptována na intermitentní hypobarickou hypoxii (IHH), která simuluje pobyt 
v nadmořské výšce 7 000 m n. m. (hypoxie), zatímco druhá skupina byla chována 
v normoxických podmínkách (kontrola). 
 Podmínky hypoxie: 
o Adaptace probíhala v hypobarické komoře 8 hodin denně, 5 dní v týdnu, 
v celkovém počtu 25 expozic. 
o Barometrický tlak (PB), potaţmo parciální tlak kyslíku (PO2), byl sniţován 
postupně, přičemţ výšky 7 000 m n. m. (PB = 308 mm Hg, 41 kPa; 
PO2 = 65 mm Hg, 8,6 kPa) bylo dosaţeno po 13 expozicích.  
o V průběhu adaptace byla zajištěna cirkulace vzduchu a teplota byla vnější 
ventilací regulována v rozmezí 21-23 °C. 
 Podmínky normoxie: 
o Kontrolní zvířata byla po stejnou dobu chována v normoxických podmínkách 
odpovídajících výšce 200 m n. m. (PB = 742 mm Hg, 99 kPa; PO2 = 155 mm Hg, 
20,7 kPa). 
4.2.2 Vliv tempolu 
Antioxidant tempol byl rozpuštěn v pitné vodě (c = 26 mg/kg/den) a pH roztoku 
bylo upraveno na hodnotu 7,4.  
Potkani byli rozděleni do čtyř experimentálních skupin, z nichţ dvě byly 
adaptovány na IHH a dvě byly chovány v normoxických podmínkách (viz výše). Jedné 
skupině potkanů adaptovaných na IHH a jedné normoxické skupině byl denně podáván 
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tempol rozpuštěný v pitné vodě. Druhé skupině potkanů adaptovaných na IHH a druhé 
skupině kontrolních potkanů byla denně podávána voda bez tempolu. 
 Experimentální skupiny: 
o Kontrola bez tempolu 
o Kontrola s tempolem 
o Hypoxie bez tempolu 
o Hypoxie s tempolem 
4.2.3 Odběr tkáně k analýzám 
Zvířata byla usmrcena den po poslední hypoxické expozici dekapitací. Srdce byla 
rychle vyjmuta a omyta ve vychlazeném fyziologickém roztoku.  
Srdce určená pro analýzy relativního mnoţství antioxidačních enzymů, enzymů 
metabolismu ţeleza a na kalciu nezávislé fosfolipázy A2 byla následně rozdělena na pravou 
komoru, levou komoru (LV) a septum a jednotlivé části byly zváţeny. LV byla ihned 
zamraţena a uloţena v tekutém dusíku do dalšího pouţití. 
Srdce určená k imunofluorescenční analýze thioredoxinu 1 byla ihned po vyjmutí 
z těla zavěšena na Langendorffův aparát. Další postup probíhal v těchto krocích: 
 Krátké promytí myokardu roztokem Tyrode bez Ca2+ iontů (135 mM NaCl; 5,4 mM 
KCl; 0,33 mM NaH2PO4; 5 mM MgCl2.6 H2O a 10 mM HEPES). 
 Fixace 4% roztokem formaldehydu v PBS pufru (fosfátový pufr: 136,8 mM NaCl; 
2,7 mM KCl; 10,1 mM Na2HPO4 a 1,8 mM KH2PO4) po dobu 3 minut. 
 Sejmutí srdce z Langendorffova aparátu a odstřiţení síní. 
 Fixace komor v 4% roztoku formaldehydu v PBS pufru po dobu 2 hodin. 
 Inkubace komor v 20% roztoku sacharózy v PBS pufru přes noc při teplotě 4 °C. 
 Příčné odříznutí spodní třetiny myokardu a její krátké zamraţení v tekutém dusíku. 




4.3 Zdroje používaných chemikálií 
Pouţité chemikálie a jejich zdroje jsou shrnuty v tabulce 1. Chemikálie jsou vţdy 
rozpouštěny v redestilované vodě, pokud není uvedeno jinak. 
Tabulka 1: Pouţité chemikálie a jejich zdroj 
Zdroj Název chemikálie 
Abcam oslí sérum (Normal Donkey Serum) 
Bio-Rad 
BSA (hovězí sérový albumin) standard o koncentraci 2 mg/ml, 
kaleidoskopický standard (Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ 






TEMED (N, N, N', N'-tetramethylethylendiamin), DMSO 
(dimethylsulfoxid) 
Lach-Ner methanol, NaCl (chlorid sodný), sacharóza 
Lachema 
glycerol, H2O2 (peroxid vodíku), KCl (chlorid draselný), KH2PO4 
(dihydrogenfosforečnan draselný), Na2HPO4 (hydrogenfosforečnan 
disodný), NaH2PO4 (dihydrogenfosforečnan sodný), MgCl2.6 H2O 
(hexahydrát chloridu hořečnatého), persíran amonný 
Life Technologies ProLong
®
 Gold Antifade Reagent s DAPI 
Sigma-Aldrich 
30% akrylamid/bis-akrylamid, aprotinin, BPB (bromfenolová 
modř), ß-merkaptoethanol, činidlo Bradfordové, DTT 
(dithiothreitol), EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctová), EGTA 
(kyselina ethylenglykoltetraoctová), fenylmethylsulfonylfluorid, 
glycerol-3-fosfát, glycin, HEPES (kyselina 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazinetansulfonová), kozí sérum (Goat Serum), kyselina 
p-kumarová, leupeptin, luminol, marker molekulových hmotností 
(Prestained Molecular Weight Marker), orthovanadát sodný, SDS 
(dodecylsulfát sodný), Triton X-100, Tween 20 
Spolana NaF (fluorid sodný) 
Thermo Scientific 
formaldehyd bez methanolu (16%), SuperSignal
®
 West Dura 
Extended Duration Substrate 





4.4 Stanovení relativního množství proteinů 
4.4.1 Homogenizace srdeční tkáně 
Pro přípravu vzorků k experimentům byl homogenizován myokard LV 
v následujících krocích: 
 Rozdrcení tkáně v tekutém dusíku na prášek. 
 Další kroky homogenizace probíhají při stálé teplotě 6 °C.  
 Přídavek osminásobku vychlazeného homogenizačního pufru se sacharózou oproti 
hmotnosti tkáně (12,5 mM Tris-HCl (pH 7,4); 250 mM sacharóza; 2,5 mM EGTA; 
1 mM EDTA; 100 mM NaF; 0,3 mM fenylmethylsulfonylfluorid; 6 mM 
ß-merkaptoethanol; 10 mM glycerol-3-fosfát; 0,2 mM leupeptin; 0,02 mM aprotinin 
a 0,1 mM orthovanadát sodný). 
 Homogenizování suspenze rozdrcené tkáně s homogenizačním pufrem pomocí 
skleněných homogenizačních kuliček (průměr 1,7-2,1 mm) kuličkovým homogeni-
zátorem Retsch MM200 nastaveným na frekvenci 30 Hz po dobu 10 minut.  
 Posléze rozpipetování vzorků na část pro stanovení koncentrace proteinů ve vzorcích 
a na část pro stanovení relativního mnoţství proteinů metodou Western blot. 
4.4.2 Stanovení koncentrace proteinů 
Koncentrace proteinů ve vzorcích byla stanovena metodou dle Bradfordové, během 
níţ dochází k vazbě barviva Coomassie Brilliant Blue na proteiny, a to především na jejich 
aromatické aminokyseliny. Při této vazbě dochází k přeměně formy barviva na jeho 
stabilnější formu, coţ je provázeno změnou absorbance vzorku (Bradford, 1976). 
Stanovení bylo provedeno pomocí fluorometru Varioskan (Thermo Scientific) 
v 96-jamkových destičkách v následujícím postupu: 
 Provedení kalibrace:  
o Nanesení 10 μl blanku (redestilovaná voda) a 10 μl standardů s různými 
koncentracemi BSA (c = 25, 50, 100, 200, 400, 600, 800 a 1000 ng/μl) na 
destičku.  
o Přidání 250 μl činidla Bradfordové do jamek s blankem a do všech jamek se 
standardy. 
o Inkubace 10 minut. 
o Změření hodnot absorbancí blanku a standardů fluorometrem. 
o Sestrojení kalibrační křivky. 
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 Nanesení naředěných vzorků určených k analýzám – 10 μl na jamku (ředění bylo 
zjišťováno empiricky). 
 Přidání 250 μl činidla Bradfordové do jamek se vzorky. 
 Inkubace 10 minut.  
 Změření absorbance vzorků určených k analýzám fluorometrem sníţené o blank. 
 Odečtení koncentrace proteinů ve vzorcích z kalibrační křivky. 
 Kaţdé měření prováděno v tripletu. Koncentrace všech vzorků byla stanovena 
minimálně 6krát.  
4.4.3 SDS-PAGE 
Metoda SDS-PAGE je zaloţena na principu dělení proteinů v polyakrylamidovém 
gelu podle jejich molekulové hmotnosti pomocí elektrického proudu, který gelem prochází. 
SDS slouţí k denaturaci proteinů a současně uděluje proteinům záporný náboj přímo 
úměrný jejich velikosti (Alberts et al., 2002). Elektroforéza byla provedena 
s příslušenstvím Mini-PROTEAN
®
 3 Cell od firmy Bio-Rad dle manuálu. Nejprve byly 
v následujících krocích připraveny gely pro rozdělení proteinů: 
 Nalití vhodného dělícího gelu (sloţení viz tabulka 2) mezi sklíčka v aparatuře na 
přípravu gelů cca 1,5 cm pod okraj a převrstvení malým mnoţstvím redestilované 
vody. Koncentrace polyakrylamidu v dělícím gelu byla stanovena podle molekulové 
hmotnosti analyzovaného proteinu: 
o 8%: ACO1, ACO2 
o 10%: TRXR1, iPLA2 
o 12%: HO1, HO2 
o 15%: HPRT1, PRX6, TRX1, TRX2 
 Polymerace dělícího gelu po dobu přibliţně 45 minut. 
 Odsátí redestilované vody filtračním papírem.  
 Nalití 4% startovacího gelu (sloţení viz tabulka 2) a zasunutí hřebenu na vytvoření 
nanášecích jamek. 
 Polymerace startovacího gelu po dobu přibliţně 20 minut. 
 Vyjmutí hřebenu a propláchnutí jamek redestilovanou vodou. 




Tabulka 2: Sloţení gelů 
Dělící gel 
      8% 10% 12% 15% 
30% akrylamid/bis-akrylamin (ml) 2,66 3,32 3,98 3,75 
1,5 M roztok Tris; 0,4% SDS; pH 8,8 (ml) 2,49 2,49 2,49 1,875 
redestilovaná voda (ml) 4,81 4,15 3,49 1,875 
TEMED (μl) 7 7 7 5 
10% persíran amonný (μl) 70 70 70 50 
     Startovací gel 
      4% 
   30% akrylamid/bis-akrylamin (ml) 0,65 
   0,5 M roztok Tris; 0,4% SDS; pH 6,8 (ml) 1,25 
   redestilovaná voda (ml) 3,05 
   TEMED (μl) 5 
   10% persíran amonný (μl) 50 
    
Během polymerace gelů byly připraveny vzorky na SDS-PAGE podle následujícího 
postupu: 
 Naředění vzorků vzorkovým pufrem (125 mM Tris; 20% glycerol; 0,001% BPB; 
4% SDS a 50 mM DTT; pH 6,8) tak, aby bylo docíleno empiricky ověřené nanášky 
pro daný protein. 
 Důkladné promíchání vzorků. 
 Vaření vzorků při teplotě 100 °C po dobu 3 minut. 
 Centrifugace vzorků: 30 s, 8 000 g. 
 
Vlastní SDS-PAGE byla provedena v následujících krocích: 
 Sestavení aparatury na elektroforézu a nalití elektrodového pufru (25 mM Tris; 
192 mM glycin a 3,5 mM SDS). 
 Nanášení standardu molekulových hmotností, vzorků a pozitivních kontrol (viz 
tabulka 3) nanášecí pipetou v dané koncentraci (maximálně 15 μl na jamku).  
 Připojení zdroje stejnosměrného napětí a nastavení parametrů: 
o Proud: viz tabulka 3, přičemţ prvních 10 minut nastavena poloviční hodnota 
proudu 
o Napětí: 100 V 
o Čas: 45-90 minut v závislosti na molekulové hmotnosti analyzovaného proteinu 
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 Po skončení elektroforézy vloţení gelů přibliţně na 5 minut do transferového pufru 
(25 mM Tris; 192 mM glycin a 20% methanol; pH 8,3). 
Tabulka 3: Parametry elektroforézy 
Protein 
Nanáška  Proud  Pozitivní 




PRX6 10 Mozek 
TRX1 70 - 
TRX2 15 - 
HO1 50 - 
HO2 25 Mozek 
iPLA2 20 - 




ACO2 3 - 
HPRT1 – hypoxantinguaninfosforibosyltransferáza 1, PRX6 – peroxiredoxin 6, TRX1 – thioredoxin 1, 
TRX2 – thioredoxin 2, HO1 – hemoxygenáza 1, HO2 – hemoxygenáza 2, iPLA2 – na kalciu nezávislá 
fosfolipáza A2, TRXR1 – thioredoxinreduktáza 1, ACO1 – akonitáza 1, ACO2 – akonitáza 2 
 
4.4.4 Western blot 
K přenosu proteinů z gelů na nitrocelulózové membrány byla pouţita metoda 
Western blot (Towbin et al., 1979) na aparatuře Amersham
TM
. Pro elektropřenos byl 
sestaven „sendvič“ obsahující gel, nitrocelulózovou membránu (Amersham Hybond
TM
-C), 
papír na blotování (QuickDraw
TM
) a pěnové polštářky.  
 Sestavení „sendvičů“ v pořadí: pěnový polštářek – papír – gel – membrána – papír – 
pěnový polštářek tak, aby mezi jednotlivými vrstvami nebyly vzduchové bubliny. 
 Vloţení „sendvičů“ do aparatury na Western blot. 
 Nastavení parametrů: 
o Proud: 350 mA 
o Napětí: 100 V 
o Čas: 1 hodina 
 Po skončení elektropřenosu vyjmutí membrán z aparatury a jejich vloţení do TTBS 
pufru (solný roztok pufrovaný Tris s Tweenem 20: 0,02 M Tris; 0,5 M NaCl a 0,1% 




Imunodetekce proteinů na membráně byla prováděna nepřímo za pomoci primární 
protilátky a sekundární protilátky konjugované s křenovou peroxidázou (HRP) dle 
protokolu firmy Amersham (GE Healthcare) v následujících krocích: 
 Blokování 5% mlékem s nízkým obsahem tuku v TTBS pufru (20 ml/membrána): na 
kývačce při pokojové teplotě po dobu 1 hodiny. 
 3x promytí v TTBS pufru po 5 minutách. 
 Inkubace membrán s primární protilátkou (viz tabulka 4) v TTBS pufru 
(10 ml/membrána) na kývačce po dobu: 
o 1,5 hodiny při pokojové teplotě: HPRT1, PRX6, TRX1, TRX2, HO1, HO2, 
iPLA2, ACO1 a ACO2 
o Přes noc při teplotě 4 °C: TRXR1 
 3x promytí v TTBS pufru po 5 minutách. 
 Následně inkubace membrán se sekundární protilátkou (viz tabulka 4) v TTBS pufru 
(20 ml/membrána) na kývačce při pokojové teplotě po dobu 1 hodiny. 
 3x promytí v TTBS pufru po 5 minutách. 
 Membrány ponechány v cca 20 ml TTBS pufru po dobu: 
o Přes noc při teplotě 4 °C: HPRT1, PRX6, TRX1, TRX2, HO1, HO2, iPLA2, 
ACO1 a ACO2 




Tabulka 4: Přehled pouţívaných primárních a sekundárních protilátek 
Primární protilátky 











anti-PRX6 ab59543 1:4000 








anti-HO2 ab90492 1:1000 











anti-ACO2 ab129105 1:30000 
     Sekundární protilátka konjugovaná s křenovou peroxidázou  





a9169 Z kozího antiséra  1:6000 
HPRT1 – hypoxantinguaninfosforibosyltransferáza 1, PRX6 – peroxiredoxin 6, TRX1 – thioredoxin 1, 
TRX2 – thioredoxin 2, HO1 – hemoxygenáza 1, HO2 – hemoxygenáza 2, iPLA2 – na kalciu nezávislá 
fosfolipáza A2, TRXR1 – thioredoxinreduktáza 1, ACO1 – akonitáza 1, ACO2 – akonitáza 2 
 
4.4.6 Metoda zesílené chemiluminiscence 
K detekci signálu po imunodetekci byla pouţita metoda zesílené chemilumi-
niscence (ECL), která umoţňuje detekovat HRP (Thorpe et al., 1985). Emitované světlo 
má vlnovou délku 428 nm, a je tedy moţné ho zachytit na autoradiografický či rentgenový 
film nebo snímat pomocí speciální kamery Fujifilm LAS 4000 dle následujícího postupu: 
 Vyjmutí membrán z TTBS pufru a jejich důkladné okapání. 
 Inkubace membrán s připravenými roztoky viz tabulka 5 nebo komerčními 
vyvolávacími roztoky (SuperSignal
®
 West Dura Extended Duration Substrate). 
V obou případech se roztoky pouţívají v poměru 1:1 po dobu 1 minuty. 
 Okapání vyvolávacích roztoků z membrán. 
 Vloţení membrán do průhledných eurodesek tak, aby mokré membrány nepřišly do 
styku s filmem a byla usnadněna jakákoliv manipulace s nimi. 
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 Vyvolání v temné místnosti na autoradiografický film (Medical X-ray film blue, 
Agfa) nebo pomocí kamery LAS 4000. 
 Délka expozice závisí na stanovovaném proteinu (30 sekund aţ 10 minut). 
Tabulka 5: Sloţení ECL vyvolávacích roztoků 
1 
0,1 M Tris; pH 8,8 + 0,5 ml 0,25 M luminolu v DMSO 
+ 220 μl 90 mM kyseliny p-kumarové v DMSO 
2 5,4 mM H2O2 v 0,1 M Tris; pH 8,8 
 
4.4.7 Vyhodnocení relativního množství proteinů a zpracování dat 
Vyhodnocení signálu z imunodetekce bylo provedeno dle následujícího postupu: 
 V případě vyvolávání na autoradiografický film – naskenování filmů a uloţení ve 
formátu TIFF. 
 V případě vyvolávání kamerou LAS 4000 – uloţení ve formátu TIFF. 
 Následně vyhodnocení v programu ImageQuant™ TL: Intenzity jednotlivých pruhů 
jsou získané sečtením hodnot všech pixelů zahrnutých do obdélníkového rámečku 
kolem daného pruhu. Od této hodnoty intenzity je odečtena hodnota pozadí (resp. 
průměr hodnot pixelů leţících pod obdélníkem ohraničujícím pruh). Výsledkem je 
bezrozměrná hodnota, tzv. denzitometrický objem. 
 Poté vztaţení získaných denzitometrických objemů na 1 μg naneseného proteinu 
a přepočítání na arbitrární jednotky. Ty jsou dány součtem hodnocených 
denzitometrických objemů, který je roven 100 %. U experimentálních modelů: 
o Efekt IHH: 100 % je součet denzitometrických objemů dvou vyhodnocovaných 
skupin (kontrola a hypoxie).  
o Vliv tempolu: 100 % je součet denzitometrických objemů čtyř vyhodnoco-
vaných skupin (kontrola bez tempolu, kontrola s tempolem, hypoxie bez 
tempolu a hypoxie s tempolem). 
 
Pro zpracování dat byly pouţity následující počítačové programy: 
 Výpočty: Microsoft Excel 2010. 
 Tvorba grafů: GraphPad Prism 5. 
 Statistické vyhodnocení: SigmaStat – analýzy OneWay a TwoWay ANOVA 
s následným Student-Newman-Keulsovým testem. 
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Výsledky byly vyjádřeny jako aritmetický průměr a rozptyl dat jako střední chyba 
průměru (S. E. M.). Za statisticky významný byl povaţován rozdíl s hladinou významnosti 
menší neţ 0,05 (p < 0,05). 
4.5 Nepřímá imunofluorescence 
Metoda nepřímé imunofluorescence slouţí k analýze buněčné lokalizace 
stanovovaného proteinu, který je nejprve rozeznán specifickou primární protilátkou a ta je 
následně detekovaná pomocí fluorescenčně značené sekundární protilátky. K určení 
buněčné lokalizace jsou pouţívány markery buněčných struktur (např. buněčná jádra jsou 
fluorescenčně značena prostřednictvím DAPI, které se váţe na DNA) (Alberts et al., 2002).  
K imunofluorescenční detekci byl pouţit myokard LV potkana adaptovaného na 
IHH a kontrolního normoxického potkana. K analýzám byly připraveny kryořezy 
o tloušťce 5 μm na kryomikrotomu Leica CM3050 S. Celý proces barvení probíhá na 
podloţních sklíčkách (Thermo Scientific) v následujících krocích (od blokace sérem jsou 
podloţní sklíčka uloţena ve vlhké komůrce): 
 Fixace řezů 4% roztokem formaldehydu bez methanolu v PBS pufru po dobu 
5 minut. 
 3x promytí PBS pufrem po 3 minutách. 
 Blokace nespecifické fluorescence sérem (10% oslí sérum; 10% kozí sérum; 
1% BSA; 0,3% Triton X-100 a 0,3 M glycin v PBS pufru) v objemu 100 μl na jamku 
(tj. skupina kryořezů na podloţním sklíčku) po dobu 1 hodiny při pokojové teplotě. 
 3x promytí PBS pufrem po 3 minutách. 
 Inkubace s primární protilátkou (viz tabulka 6) v PBS pufru s 1% BSA v objemu 
100 μl na jamku přes noc v 4 °C. 
 3x promytí PBS pufrem po 3 minutách. 
 Inkubace se sekundární protilátkou (viz tabulka 6) v PBS pufru s 1% BSA v objemu 
100 μl na jamku po dobu 45 minut při pokojové teplotě. 




Tabulka 6: Přehled pouţívaných protilátek pro imunofluorescenční značení 
Primární protilátka 
   Název Výrobce Katalogové číslo Typ Ředění 





     
Sekundární protilátka 






Life technologies A-21206 Z oslího antiséra 1:200 
 
 Příprava trvalého preparátu: 
o Nanesení malého mnoţství ProLong® Gold Antifade Reagent s DAPI na 
podloţní sklíčko do oblasti kryořezů. 
o Přiloţení krycího sklíčka a odstranění bublinek mezi sklíčky. 
o Zalakování okrajů pro vytvoření trvalého preparátu. 
4.5.1 Vyhodnocení nepřímé imunofluorescence a zpracování dat 
Trvalé preparáty po imunofluorescenčním značení byly snímány wide-field 
epifluorescenčním mikroskopem OlympusCellˆR IX2-UCB, který vyuţívá bílé světlo ze 
rtuťové výbojky. Bylo pouţito následující příslušenství mikroskopu: 
 Objektiv: 1,35 NA Plan-Apochromat 
 Fluorescenční kostky: 
o U-MVIBA3 477/530 (Olympus) pro detekci signálu Alexa Fluor® 488 
o DAFITR 350/457 (Chroma technology corporation) pro detekci signálu DAPI 
 Kamera: Hammatsu ORCA C4742-80-12AG 
 
Snímky byly uloţeny ve formátu 16-bit TIFF a následně upraveny programem FIJI 
(Schindelin et al., 2012) v těchto krocích: 
 Odečtení pozadí pomocí nastavení hraniční intenzity signálu (rolling ball 25). 
 Následovala tzv. pseudokolorace snímku, tzn. převod snímku ze stupňů šedi do 
barevného RGB formátu. 
 Kalibrace podle pouţitého zvětšení (60 x). 




5.1 Hmotnostní parametry 
Tabulka 7 ukazuje vliv adaptace na intermitentní hypobarickou hypoxii (IHH) na 
hmotnostní parametry pokusných potkanů. Po adaptaci na IHH se mírně sníţila hmotnost 
těla (BW; o 7 %) u hypoxické skupiny ve srovnání s kontrolami. Signifikantně se zvýšila 
celková hmotnost srdce (HW; o 27 %) u zvířat hypoxické skupiny, coţ bylo způsobeno 
především hypertrofií pravé komory (RVW; o 58 %), ale i levé komory (LVW; o 23 %) 
a mírně se zvýšila i hmotnost septa (SW; o 11 %) ve srovnání s kontrolními potkany. 
Relativní hmotnost srdce (HW/BW) se po adaptaci na IHH zvýšila o 37 % oproti 
kontrole. Současně se zvýšila relativní hmotnost pravé komory (RVW/BW; o 71 %), 
relativní hmotnost levé komory (LVW/BW; o 32 %) i relativní hmotnost septa (SW/BW; 
o 20 %). Poměr hmotností RVW/LVW byl o 30 % vyšší u skupiny adaptované na IHH neţ 
u kontrolních zvířat. 
 
Tabulka 7: Hmotnostní parametry kontrolních potkanů a potkanů adaptovaných na IHH 
Parametry Kontrola Hypoxie 
n 6 6 
BW [g] 397 ± 13 371 ± 10 
HW [mg] 907 ± 37 1155 ± 48 * 
RVW [mg] 189 ± 10 299 ± 10 * 
LVW [mg] 500 ± 16 613 ± 32 * 
SW [mg] 219 ± 11 244 ± 9 
      
HW/BW (.10
-3
) 2,28 ± 0,07 3,14 ± 0,19 * 
RVW/BW (.10
-3
) 0,47 ± 0,02 0,81 ± 0,04 * 
LVW/BW (.10
-3
) 1,26 ± 0,04 1,67 ± 0,12 * 
SW/BW (.10
-3
) 0,55 ± 0,02 0,66 ± 0,03 * 
RVW/LVW  0,38 ± 0,01 0,49 ± 0,02 * 
Hodnoty vyjadřují aritmetický průměr ± S. E. M.; n – počet zvířat ve skupině, BW – hmotnost těla, HW – 
hmotnost srdce, RVW – hmotnost pravé komory, LVW – hmotnost levé komory, SW – hmotnost septa, 
HW/BW – relativní hmotnost srdce, RVW/BW – relativní hmotnost pravé komory, LVW/BW – relativní 
hmotnost levé komory, SW/BW – relativní hmotnost septa. RVW/LVW – relativní poměr hmotnosti pravé 
a levé komory. * statisticky významný rozdíl hypoxie vs. kontrola (p < 0,05). 
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5.2 Koncentrace proteinů v homogenátu 
K analýzám efektu IHH na relativní zastoupení proteinů v srdeční tkáni byl pouţit 
myokard levé komory (LV). V tabulce 8 jsou uvedeny celkové koncentrace proteinů 
v homogenátu kontrolní a hypoxické tkáně, mezi nimiţ nebyl pozorován ţádný statisticky 
významný rozdíl.  
 
Tabulka 8:  Koncentrace proteinů v homogenátu z kontrolního a hypoxického myokardu 
levé komory potkana  
Kontrola (µg/µl) Hypoxie (µg/µl) 
28,04 ± 1,00 27,43 ± 0,78 
Hodnoty vyjadřují aritmetický průměr koncentrací proteinů ze šesti nezávislých měření ± S. E. M. 
 
5.3 Testování hypoxantinguaninfosforibosyltransferázy 1 jako 
housekeeping proteinu pro model intermitentní hypobarické hypoxie 
Ve snaze najít vhodný housekeeping protein pro IHH model byl testován protein 
hypoxantinguaninfosforibosyltransferáza 1 (HPRT1), protoţe je pouţit jako referenční gen 
pro stanovení efektu IHH na expresi antioxidačních enzymů metodou RT-PCR. K analýze 
byl pouţit homogenát z myokardu LV potkanů adaptovaných na IHH a kontrolních 
normoxických potkanů. 
HPRT1 byl identifikován pomocí srovnání elektroforetické pohyblivosti s pozicemi 
dvou druhů proteinových standardů o známých molekulových hmotnostech. Signál HPRT1 
byl detekován jako pruh o molekulové hmotnosti 26 kDa (viz obrázek 9).  
 
Obrázek 9: Identifikace HPRT1 
 
Film s ECL signálem, expozice 6 minut. Šipkou je označen pruh odpovídající hypoxantinguanin-
fosforibosyltransferáze 1 (HPRT1). Nanáška 5 μg proteinu. 
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Po adaptaci na IHH byl pozorován statisticky významný nárůst (o 25 %) relativního 
mnoţství HPRT1 ve srovnání s kontrolou (viz graf 1). Z toho vyplývá, ţe HPRT1 není 
vhodným housekeeping proteinem pro model IHH. Proto byl při analýzách relativního 
mnoţství antioxidačních enzymů, enzymů metabolismu ţeleza a relativního mnoţství na 
kalciu nezávislé fosfolipázy A2 pouţit celkový protein jako nejvhodnější referenční 
hodnota, protoţe se po adaptaci na IHH nemění. 
 
Graf 1: Relativní mnoţství HPRT1 u kontrolních potkanů a potkanů adaptovaných na IHH 
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Graf znázorňuje aritmetický průměr, chybové úsečky odpovídají S. E. M.; n = 6. Arbitrární jednotky označují 
procentuální zastoupení hypoxantinguaninfosforibosyltransferázy 1 (HPRT1). Za 100 % byl povaţován 
součet denzitometrických objemů dvou experimentálních skupin. Nad grafem je uveden průměr relativního 
mnoţství proteinu ± S. E. M. v procentech u jednotlivých experimentálních skupin. Součástí je 




5.4  Relativní množství antioxidačních enzymů po adaptaci na 
intermitentní hypobarickou hypoxii 
Po adaptaci na IHH byly stanoveny změny v relativním zastoupení následujících 
antioxidačních enzymů: peroxiredoxin 6 (PRX6), thioredoxin 1 (TRX1), thioredoxin 2 
(TRX2) a thioredoxinreduktáza 1 (TRXR1).  
5.4.1 Identifikace antioxidačních enzymů 
PRX6 byl identifikován pomocí pozitivní kontroly (homogenát mozku potkana) 
a srovnáním elektroforetické pohyblivosti s pozicemi dvou druhů standardů molekulových 
hmotností. Signál PRX6 byl identifikován jako pruh o molekulové hmotnosti 25 kDa (viz 
obrázek 10).  
 
Obrázek 10: Identifikace PRX6 
 
Film s ECL signálem, expozice 10 minut. Šipkou je označen pruh odpovídající peroxiredoxinu 6 (PRX6). 
Nanáška 10 μg proteinu. 
 
Pro identifikaci TRX1 bylo pouţito srovnání elektroforetické pohyblivosti 
s pozicemi dvou druhů standardů o známých molekulových hmotnostech. TRX1 byl 
stanoven jako pruh o molekulové hmotnosti 12 kDa (viz obrázek 11). 
 
Obrázek 11: Identifikace TRX1 
 
Film s ECL signálem, expozice 10 minut. Šipkou je označen pruh odpovídající thioredoxinu 1 (TRX1). 
Nanáška 70 μg proteinu. 
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Specificita ECL signálu TRX2 proteinu byla ověřena srovnáním elektroforetické 
pohyblivosti s pozicemi dvou druhů standardů o známých molekulových hmotnostech. 
Signál TRX2 byl identifikován jako pruh o molekulové hmotnosti 18 kDa (viz obrázek 
12). 
 
Obrázek 12: Identifikace TRX2 
 
Film s ECL signálem, expozice 10 minut. Šipkou je označen pruh odpovídající thioredoxinu 2 (TRX2). 
Nanáška 15 μg proteinu. 
 
TRXR1 byla identifikována pomocí pozitivní kontroly (homogenát varlat potkana) 
a srovnáním elektroforetické pohyblivosti s pozicemi dvou druhů standardů molekulových 
hmotností, přičemţ TRXR1 byla stanovena jako pruh o molekulové hmotnosti 55 kDa (viz 
obrázek 13). 
 
Obrázek 13: Identifikace TRXR1 
 
Film s ECL signálem, expozice 10 minut. Šipkou je označen pruh odpovídající thioredoxinreduktáze 1 




5.4.2 Relativní zastoupení antioxidačních enzymů 
Graf 2 ukazuje relativní zastoupení PRX6 v homogenátu z kontrolního a na 
chronickou hypoxii adaptovaného myokardu LV potkana. Lze pozorovat, ţe adaptace na 
IHH sníţila relativní mnoţství PRX6 o 41 % ve srovnání s kontrolními potkany. 
 
Graf 2: Relativní mnoţství PRX6 u kontrolních potkanů a potkanů adaptovaných na IHH 
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Graf znázorňuje aritmetický průměr, chybové úsečky odpovídají S. E. M.; n = 6. Arbitrární jednotky označují 
procentuální zastoupení peroxiredoxinu 6 (PRX6). Za 100 % byl povaţován součet denzitometrických 
objemů dvou experimentálních skupin. Nad grafem je uveden průměr relativního mnoţství proteinu 
± S. E. M. v procentech u jednotlivých experimentálních skupin. Součástí je reprezentativní Western blot. 




Dále bylo analyzováno relativní mnoţství TRX1 v homogenátu z kontrolního a na 
IHH adaptovaného myokardu LV potkana. Výsledky ukazují, ţe se mnoţství TRX1 po 
adaptaci na IHH signifikantně zvýšilo (o 70 %) v porovnání s kontrolami (viz graf 3). 
 
Graf 3: Relativní mnoţství TRX1 u kontrolních potkanů a potkanů adaptovaných na IHH 
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Graf znázorňuje aritmetický průměr, chybové úsečky odpovídají S. E. M.; n = 6. Arbitrární jednotky označují 
procentuální zastoupení thioredoxinu 1 (TRX1). Za 100 % byl povaţován součet denzitometrických objemů 
dvou experimentálních skupin. Nad grafem je uveden průměr relativního mnoţství proteinu ± S. E. M. 
v procentech u jednotlivých experimentálních skupin. Součástí je reprezentativní Western blot. * statisticky 




Graf 4 demonstruje stanovené relativní mnoţství TRX2 v homogenátu 
z kontrolního a na chronickou hypoxii adaptovaného myokardu LV potkana. Po adaptaci 
na IHH nebyl pozorován ţádný statisticky významný rozdíl v mnoţství TRX2. 
 
Graf 4: Relativní mnoţství TRX2 u kontrolních potkanů a potkanů adaptovaných na IHH 
 
  
        




































Graf znázorňuje aritmetický průměr, chybové úsečky odpovídají S. E. M.; n = 6. Arbitrární jednotky označují 
procentuální zastoupení thioredoxinu 2 (TRX2). Za 100 % byl povaţován součet denzitometrických objemů 
dvou experimentálních skupin. Nad grafem je uveden průměr relativního mnoţství proteinu ± S. E. M. 




Bylo stanoveno relativní mnoţství TRXR1 v homogenátu z myokardu LV 
kontrolních normoxických potkanů a na chronickou hypoxii adaptovaných potkanů, které 
prezentuje graf 5. Z výsledků vyplývá, ţe adaptace na IHH nemá statisticky významný vliv 
na zastoupení TRXR1 v srdečním svalu. 
 
Graf 5: Relativní mnoţství TRXR1 u kontrolních a na IHH adaptovaných potkanů  
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Graf znázorňuje aritmetický průměr, chybové úsečky odpovídají S. E. M.; n = 6. Arbitrární jednotky označují 
procentuální zastoupení thioredoxinreduktázy 1 (TRXR1). Za 100 % byl povaţován součet 
denzitometrických objemů dvou experimentálních skupin. Nad grafem je uveden průměr relativního 
mnoţství proteinu ± S. E. M. v procentech u jednotlivých experimentálních skupin. Součástí je 




5.5  Imunofluorescenční lokalizace thioredoxinu 1 po adaptaci na 
intermitentní hypobarickou hypoxii 
Pilotní imunofluorescenční analýzy ukazují, ţe v kardiomyocytech z myokardu LV 
potkana dochází po adaptaci na IHH k translokaci TRX1 z cytosolu do jádra. Oproti tomu 
v kardiomyocytech normoxické kontroly je TRX1 lokalizovaný pouze v cytosolu (viz 
obrázek 14).  
 
Obrázek 14:  Lokalizace TRX1 v kardiomyocytech u kontrolních a na IHH adaptovaných 
potkanů  
 
Reprezentativní snímky z wide-field epifluorescenčního mikroskopu prezentují lokalizaci thioredoxinu 1 
(TRX1) v kardiomyocytech z myokardu levé komory při zvětšení 60 x. Zelená barva znázorňuje signál 
TRX1 detekovaný prostřednictvím sekundární protilátky konjugované s Alexa Fluor
®
 488. Modře jsou 
značena jádra díky pouţití fluorescenční barvy DAPI. Pro stanovení byla pouţita dvě srdce potkanů 




5.6  Relativní množství enzymů metabolismu železa po adaptaci na 
intermitentní hypobarickou hypoxii 
Dále byly po adaptaci na IHH stanoveny změny v relativním zastoupení těchto 
enzymů metabolismu ţeleza: hemoxygenáza 1 (HO1), hemoxygenáza 2 (HO2), 
akonitáza 1 (ACO1) a akonitáza 2 (ACO2).  
5.6.1 Identifikace enzymů metabolismu železa 
HO1 byla identifikována pomocí srovnáním elektroforetické pohyblivosti 
s pozicemi dvou standardů molekulových hmotností. HO1 byla stanovena jako pruh 
o molekulové hmotnosti 32 kDa (viz obrázek 15).  
 
Obrázek 15: Identifikace HO1 
 
Film s ECL signálem, expozice 10 minut. Šipkou je označen pruh odpovídající hemoxygenáze 1 (HO1). 
Nanáška 50 μg proteinu. 
 
HO2 byla stanovena pomocí pozitivní kontroly (homogenát mozku potkana) 
a srovnáním elektroforetické pohyblivosti s pozicemi dvou druhů standardů molekulových 
hmotností. HO2 byla identifikována jako pruh o molekulové hmotnosti 36 kDa (viz 
obrázek 16).  
 
Obrázek 16: Identifikace HO2 
 
Film s ECL signálem, expozice 5 minut. Šipkou je označen pruh odpovídající hemoxygenáze 2 (HO2). 
Nanáška 25 μg proteinu. 
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Pro identifikaci ACO1 bylo pouţito srovnání elektroforetické pohyblivosti 
s pozicemi dvou standardů molekulových hmotností. Signál z ACO1 byl detekován jako 
pruh o molekulové hmotnosti 98 kDa (viz obrázek 17). 
 
Obrázek 17: Identifikace ACO1 
 
Film s ECL signálem, expozice 5 minut. Šipkou je označen pruh odpovídající akonitáze 1 (ACO1). Nanáška 
50 μg proteinu. 
 
Specificita ECL signálu ACO2 byla ověřena srovnáním elektroforetické 
pohyblivosti s pozicemi dvou druhů proteinových standardů o známých molekulových 
hmotnostech. ACO2 byla identifikována jako pruh o molekulové hmotnosti 85 kDa (viz 
obrázek 18). 
 
Obrázek 18: Identifikace ACO2 
 
Film s ECL signálem, expozice 30 sekund. Šipkou je označen pruh odpovídající akonitáze 2 (ACO2). 




5.6.2 Relativní zastoupení enzymů metabolismu železa 
Graf 6 prezentuje relativní mnoţství HO1 v homogenátu z myokardu LV potkanů 
adaptovaných na chronickou hypoxii a kontrolních potkanů. Adaptace na IHH 
signifikantně zvýšila mnoţství HO1 (o 462 %) v porovnání s kontrolou. 
 
Graf 6: Relativní mnoţství HO1 u kontrolních potkanů a potkanů adaptovaných na IHH 
 
        




































Graf znázorňuje aritmetický průměr, chybové úsečky odpovídají S. E. M.; n = 6. Arbitrární jednotky označují 
procentuální zastoupení hemoxygenázy 1 (HO1). Za 100 % byl povaţován součet denzitometrických objemů 
dvou experimentálních skupin. Nad grafem je uveden průměr relativního mnoţství proteinu ± S. E. M. 
v procentech u jednotlivých experimentálních skupin. Součástí je reprezentativní Western blot. * statisticky 




Relativní zastoupení HO2 v homogenátu z myokardu LV kontrolních 
normoxických potkanů a na chronickou hypoxii adaptovaných potkanů ukazuje graf 7. 
Z výsledků vyplývá, ţe adaptace na IHH nemá vliv na mnoţství HO2 v myokardu. 
 
Graf 7: Relativní mnoţství HO2 u kontrolních potkanů a potkanů adaptovaných na IHH 
 
         


































Graf znázorňuje aritmetický průměr, chybové úsečky odpovídají S. E. M.; n = 6. Arbitrární jednotky označují 
procentuální zastoupení hemoxygenázy 2 (HO2). Za 100 % byl povaţován součet denzitometrických objemů 
dvou experimentálních skupin. Nad grafem je uveden průměr relativního mnoţství proteinu ± S. E. M. 




Stanovené mnoţství ACO1 v homogenátu z normoxického a na IHH adaptovaného 
myokardu LV potkana je prezentováno v grafu 8. Z výsledků vyplývá, ţe adaptace na IHH 
nemá vliv na zastoupení ACO1 v srdečním svalu. 
 
Graf 8: Relativní mnoţství ACO1 u kontrolních potkanů a potkanů adaptovaných na IHH 
 
        



































Graf znázorňuje aritmetický průměr, chybové úsečky odpovídají S. E. M.; n = 6. Arbitrární jednotky označují 
procentuální zastoupení akonitázy 1 (ACO1). Za 100 % byl povaţován součet denzitometrických objemů 
dvou experimentálních skupin. Nad grafem je uveden průměr relativního mnoţství proteinu ± S. E. M. 




Graf 9 demonstruje relativní mnoţství ACO2 v homogenátu z kontrolního a na 
chronickou hypoxii adaptovaného myokardu LV potkana. Po adaptaci na IHH nebyl 
pozorován ţádný statisticky významný rozdíl v mnoţství ACO2. 
 
Graf 9: Relativní mnoţství ACO2 u kontrolních potkanů a potkanů adaptovaných na IHH 
 
        






































Graf znázorňuje aritmetický průměr, chybové úsečky odpovídají S. E. M.; n = 6. Arbitrární jednotky označují 
procentuální zastoupení akonitázy 2 (ACO2). Za 100 % byl povaţován součet denzitometrických objemů 
dvou experimentálních skupin. Nad grafem je uveden průměr relativního mnoţství proteinu ± S. E. M. 




5.7  Vliv tempolu na relativní zastoupení na kalciu nezávislé fosfolipázy 
A2 po adaptaci na intermitentní hypobarickou hypoxii 
Analyzovaná mnoţství proteinu na kalciu nezávislé fosfolipázy A2 (iPLA2) 
v homogenátu z kontrolního a na chronickou hypoxii adaptovaného myokardu LV potkana 
jsou prezentovány v grafu 10.  
V tomto experimentu jsme potvrdili pokles v relativním zastoupení iPLA2 po 
adaptaci na IHH ve srovnání s kontrolními zvířaty (o 14 %). Podávání antioxidantu 
tempolu nepatrně sníţilo mnoţství iPLA2 u kontrolních zvířat. Tento efekt zabránil návratu 
relativního mnoţství iPLA2 po adaptaci na IHH na původní hodnoty kontrolních zvířat bez 
tempolu.  
 
Graf 10:  Relativní mnoţství iPLA2 u kontrolních a na IHH adaptovaných potkanů: vliv 
antioxidantu tempolu 
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Graf znázorňuje aritmetický průměr, chybové úsečky odpovídají S. E. M.; n = 6. Arbitrární jednotky označují 
procentuální zastoupení na kalciu nezávislé fosfolipázy A2 (iPLA2). Za 100 % byl povaţován součet 
denzitometrických objemů čtyř experimentálních skupin. Nad grafem je uveden průměr relativního mnoţství 
proteinu ± S. E. M. v procentech u jednotlivých experimentálních skupin. Součástí je reprezentativní Western 




6.1 Hmotnostní parametry 
Adaptace potkanů na intermitentní hypobarickou hypoxii (IHH) odpovídající 
nadmořské výšce 7 000 m vedla k nesignifikantnímu sníţení hmotnosti těla pokusných 
zvířat nejspíše v důsledku stresu, kterému byla vystavena. Dále adaptace na IHH vyvolala 
zvýšení celkové hmotnosti srdce, které bylo způsobeno především hypertrofií pravé 
komory. Současně se po adaptaci na IHH zvýšil relativní poměr hmotnosti srdce vůči 
hmotnosti těla a relativní poměr hmotností obou komor i septa. Tyto výsledky jsou 
v souladu s pracemi, které se zabývají adaptací na chronickou hypoxii ve vysoké 
nadmořské výšce (Balková et al., 2011; Kolář et al., 2007; Neckář et al., 2005). V průběhu 
adaptace na IHH totiţ dochází k tlakovému přetíţení a rozvoji plicní hypertenze, která má 
vliv na hmotnost a funkci především pravé komory srdeční a vede k její hypertrofii. 
K mírné hypertrofii levé komory (LV) dochází nejspíše z důvodu zvýšené objemové zátěţe 
během hypoxie a svou roli můţe hrát i zvýšená viskozita krve (Ošťádal & Kolář, 2007).  
6.2 Hypoxantinguaninfosforibosyltransferáza 1 jako housekeeping 
protein  
Ve snaze najít pro model IHH vhodný housekeeping protein, jehoţ relativní 
zastoupení by se po adaptaci na tento model chronické hypoxie neměnilo, byl testován 
protein HPRT1, který byl zvolen, protoţe je pouţíván jako referenční gen pro stanovení 
efektu IHH metodou RT-PCR (Waskova-Arnoštová et al., 2013). Důvodem bylo 
zachování stejných podmínek pro stanovení relativního mnoţství enzymů jak metodou 
Western blot, tak metodou RT-PCR. 
Obecně je pro tento model chronické hypoxie obtíţné nalézt housekeeping protein 
pro metodu Western blot. Adaptace na nadmořskou výšku 7 000 m je totiţ pro modelové 
organismy natolik zatěţující, ţe u nich obvykle dochází ke změnám relativního mnoţství 
řady proteinů. V minulosti byly v naší laboratoři testovány běţně pouţívané housekeeping 
proteiny – aktin, β-tubulin, glyceraldehyd-3-fosfátdehydrogenáza a kalsequestrin. Jejich 
relativní zastoupení se ale po adaptaci na IHH zvýšilo (Balková et al., 2011). 
Zavedli jsme proto stanovení mnoţství HPRT1 v homogenátu myokardu LV, 
abychom zjistili, zda bude vhodným housekeeping proteinem pro model IHH. Pro 
stanovení HPRT1 byla pouţita komerčně dostupná protilátka od firmy Abcam, která je 
hojně pouţívána i v dalších pracích (O'Bryan et al., 2013; Plant et al., 2009). Výhodou 
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ECL signálu HPRT1 je to, ţe se v jeho okolí nevyskytuje ţádný nespecifický signál jiného 
proteinu. Stejně jako v ostatních studiích jsme detekovali HPRT1 jako pruh o molekulové 
hmotnosti 26 kDa (O'Bryan et al., 2013; Plant et al., 2009). 
Zjistili jsme, ţe se mnoţství HPRT1 na úrovni proteinu po adaptaci na IHH ve 
srovnání s kontrolními zvířaty zvyšuje. Z čehoţ plyne, ţe HPRT1 není vhodným 
housekeeping proteinem pro metodu Western blot. Ostatní laboratoře zabývající se vlivem 
chronické hypoxie ve vysoké nadmořské výšce na kosterní svalovinu (Magalhães et al., 
2004) a srdeční tkáň (Magalhães et al., 2014; Wang et al., 2011) také nepouţívají ţádný 
referenční protein, na nějţ by vztahovaly mnoţství sledovaných proteinů. Proto jsme 
podobně jako dříve vztahovali výsledky adaptace na IHH u jednotlivých stanovovaných 
enzymů na celkové mnoţství proteinu (Balková et al., 2011; Neckář et al., 2005).  
6.3 Antioxidační enzymy v myokardu po adaptaci na intermitentní 
hypobarickou hypoxii   
6.3.1 Imunodetekce antioxidačních enzymů 
V naší laboratoři bylo jiţ dříve zavedeno stanovení některých antioxidačních 
enzymů – superoxiddizmutáz (MnSOD, Cu/ZnSOD), katalázy (CAT), některých zástupců 
peroxiredoxinů (PRX3, PRX5) a glutathionperoxidáz (GPX4). Zavedli jsme proto 
stanovení i dalších antioxidačních enzymů – peroxiredoxinu 6 (PRX6), thioredoxinů 1 a 2 
(TRX1 a TRX2) a thioredoxinreduktázy 1 (TRXR1). 
Stanovení analyzovaných antioxidačních enzymů bylo provedeno pomocí 
komerčních primárních protilátek, které jsou běţně pouţívány i v ostatních studiích. 
V případě PRX6 (Chiao et al., 2010; Lomnytska et al., 2012) a TRX1 (Harden et al., 2012; 
Yu et al., 2013) byly pouţity primární protilátky od firmy Abcam. Navíc imunodetekce 
TRX1 byla ještě ověřena pouţitím jiné komerční protilátky od firmy Cell Signaling, která 
je v publikacích také běţně pouţívána (Calvert et al., 2009). Pro identifikaci TRXR1 byla 
pouţita primární protilátka taktéţ od firmy Cell Signaling (Yoo et al., 2010). Signál TRX2 
byl detekován pomocí primární protilátky od firmy Santa-Cruz Biotechnology 
(McCommis et al., 2011; Myers et al., 2011). 
Specificitu ECL signálu všech sledovaných antioxidačních enzymů jsme ověřili 
srovnáním s pozicemi dvou různých barevných proteinových standardů o známých 
molekulových hmotnostech. Navíc pro správnou identifikaci PRX6 a TRXR1 byly pouţity 
pozitivní kontroly. V případě PRX6 jde o extrakt homogenátu mozku, protoţe se tento 
enzym hojně vyskytuje v mozkové tkáni (Dammeyer & Arnér, 2011; Fisher, 2011). Pozice 
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TRXR1 byla ověřena pouţitím homogenátu varlat, kde je tento enzym ve velké míře 
zastoupen (Dammeyer & Arnér, 2011). Výhodou je, ţe se v okolí ECL signálů 
stanovovaných antioxidačních enzymů nevyskytují ţádné nespecifické signály jiných 
proteinů.  
Podobně jako v jiných studiích jsme detekovali PRX6 jako pruh o molekulové 
hmotnosti 25 kDa (Chiao et al., 2010; Fatma et al., 2011; Lomnytska et al., 2012), signál 
TRX1 byl identifikován jako pruh o molekulové hmotnosti 12 kDa (Calvert et al., 2009; 
Im et al., 2012), TRX2 jako pruh o molekulové hmotnosti 18 kDa (Dammeyer & Arnér, 
2011; Maulik & Das, 2008) a signál TRXR1 byl identifikován jako pruh o molekulové 
hmotnosti 55 kDa (Cadenas et al., 2010; Myers et al., 2011). 
6.3.2 Relativní množství antioxidačních enzymů  
V diplomové práci jsme sledovali změny v relativním zastoupení antioxidačních 
enzymů (PRX6, TRX1, TRX2 a TRXR1) v homogenátech z myokardu LV potkana 
adaptovaného na IHH v porovnání s normoxickými kontrolami. Zjistili jsme, ţe po 
adaptaci na tento model dochází k poklesu relativního zastoupení PRX6 a naopak růstu 
TRX1. Relativní mnoţství TRX2 a TRXR1 se po adaptaci na IHH nezměnila.  
Jak bylo řečeno v úvodu, adaptace na IHH dlouhodobě zvyšuje odolnost myokardu 
vůči ischemicko/reperfúznímu (I/R) poškození, coţ bylo potvrzeno niţším rozsahem 
infarktového loţiska (Neckář et al., 2002), sníţením kontraktilní dysfunkce (Tajima et al., 
1994) a niţší mírou arytmogeneze (Asemu et al., 2000). Výsledky naší laboratoře ukázaly, 
ţe v aktivaci protektivních signálních kaskád hrají důleţitou roli mj. reaktivní formy 
kyslíku (ROS) (Kolář et al., 2007). Během adaptace na IHH se totiţ střídají hypoxické 
epizody s epizodami reoxygenace, přičemţ dochází ke zvýšení oxidačního stresu. To bylo 
prokázáno sníţeným poměrem GSH/GSSG a zvýšeným mnoţstvím lipofuscinu, který 
vzniká peroxidací nenasycených mastných kyselin (FA) v lipidech. Kromě toho pokusy 
s N-acetylcysteinem (NAC) ukázaly, ţe podání tohoto antioxidantu pokusným zvířatům 
během adaptace na IHH zrušilo protektivní efekt vyvolaný adaptací (Kolář et al., 2007). 
Proto jsme se zaměřili na studium vlivu adaptace na IHH na expresi některých 
antioxidačních enzymů. Stanovili jsme sníţené mnoţství proteinu PRX6, který se 
vyskytuje především v cytosolu. To je v souladu s našimi výsledky dříve analyzovaných 
PRX, které se vyskytují převáţně v mitochondriích – PRX3 a PRX5, a podobně i u dalších 
antioxidačních enzymů – Cu/ZnSOD a GPX4 docházelo k poklesu (nepublikovaná data). 
Sníţení PRX6 je poněkud kontroverzní výsledek, protoţe řada výzkumů dokazuje, ţe 
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exprese PRX6 by měla být aktivována oxidačním stresem (Kim et al., 2003; Lee et al., 
2007). Navíc Nagy et al. zjistili, ţe delece genu pro PRX6 u myší vedla ke zvýšení 
velikosti infarktu myokardu a rozvoji apoptózy (Nagy et al., 2006). Jiná studie s pacienty 
po transplantaci srdce ukázala, ţe jejich LV obsahovaly niţší koncentrace PRX3, PRX4, 
PRX5 a PRX6 v porovnání se zdravými jedinci (Brixius et al., 2007). Na druhou stranu 
pozorovaný pokles antioxidačních enzymů po IHH by mohl přispět ke zvýšení hladiny 
ROS. 
Dalším stanoveným antioxidačním enzymem byl TRX1, jehoţ mnoţství se po IHH 
podstatně zvýšilo. K obdobným výsledkům došli i Park a Suzuki, kteří zjistili, ţe mnoţství 
TRX1 po adaptaci na intermitentní normobarickou hypoxii (2 minuty 6% O2/2 minuty 21% 
O2; 8 hodin denně) v myším myokardu roste jak na úrovni mRNA, tak na úrovni proteinu 
(Park & Suzuki, 2007). 
Obecně je funkce TRX1 závislá na jeho redoxním stavu, protoţe pouze redukovaná 
forma TRX1 je enzymaticky aktivní (Arnér & Holmgren, 2000). Dá se tedy říci, ţe TRX1 
můţe slouţit jako senzor oxidačního stresu. Za fyziologických podmínek nebo při mírném 
oxidačním stresu totiţ v buňce převládá redukovaná forma TRX1 (Watson et al., 2008), 
která působí nejen antioxidačně, ale také antiapoptoticky, protoţe TRX1 inhibuje 
proapoptotickou kinázu ASK1 (Saitoh et al., 1998) a nejspíše také nepřímo aktivuje 
expresi antiapoptotického proteinu Bcl-2 (Andoh et al., 2002). Na druhou stranu při vysoké 
míře oxidačního stresu v buňce převládne nefunkční oxidovaná forma TRX1, coţ vede 
k dalšímu zvyšování oxidačního stresu, a tedy i iniciaci apoptotické kaskády (Saitoh et al., 
1998). 
Zdá se tedy, ţe nárůst relativního mnoţství TRX1 po adaptaci na IHH je způsoben 
pouze zvýšenou, nikoliv vysokou mírou oxidačního stresu, která vede k aktivaci exprese 
TRX1, ale nezpůsobuje jeho oxidaci. Zvýšená exprese TRX1 nejspíše souvisí s tím, ţe 
promotor genu pro TRX1 obsahuje element citlivý na antioxidanty (ARE), který je 
rozeznáván transkripčním faktorem Nrf2. Za fyziologických podmínek je Nfr2 inaktivován 
vazbou represoru, díky čemuţ tento transkripční faktor zůstává v cytoplazmě. Při 
oxidačním stresu je ale tato vazba narušena oxidací Cys zbytků ve struktuře represoru 
a Nrf2 se můţe translokovat do jádra, kde se váţe na ARE mj. v genu pro TRX1, čímţ 
dochází k nárůstu exprese TRX1 (Calvert et al., 2009; Im et al., 2012). Navíc fosforylace 
Nrf2 prostřednictvím proteikinázy C (PKC) také přispívá k translokaci Nrf2 do jádra 
(Huang et al., 2000). Z výzkumů vyplývá, ţe PKC hraje významnou roli 
v kardioprotektivních drahách aktivovaných IHH (Hlaváčková et al., 2010; Neckář et al., 
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2005), takţe by mohla přispívat ke zvýšení mnoţství TRX1 i v modelu IHH. Dále TRX1 
v jádru zvyšuje DNA vazebnou aktivitu transkripčního faktoru Nrf2, a pozitivní zpětnou 
vazbou tak podporuje protektivní signalizaci (Hansen et al., 2004). 
Kvůli zvýšení na úrovni proteinu oproti ostatním analyzovaným antioxidačním 
enzymům jsme TRX1 studovali i nepřímou imunofluorescencí. Po adaptaci na IHH jsme 
pozorovali translokaci TRX1 z cytosolu do jádra. To koreluje s výsledky studií, kde také 
pozorovali tuto translokaci vyvolanou oxidačním stresem (Schroeder et al., 2007; Wei et 
al., 2000). TRX1 je v jádru schopen aktivace signalizace prostřednictvím transkripčních 
faktorů (např. Nrf2, NF-κB, AP-1, HIF-1), které souvisí se signální drahou oxidačního 
stresu. TRX1 totiţ redukuje Cys zbytky ve struktuře těchto transkripčních faktorů, coţ 
zvyšuje jejich DNA vazebnou aktivitu (Hansen et al., 2004; Hirota et al., 1999; Kim et al., 
2001; Takagi et al., 2011; Wei et al., 2000). Kromě toho pokusy na transgenních myších, 
které měly navíc další kopii genu pro TRX1, ukázaly, ţe tyto myši byly mnohem odolnější 
k I/R poškození (Turoczi et al., 2003). 
Výzkumy na buněčných liniích rovněţ ukazují, ţe TRX1 nepřímo ovlivňuje expresi 
MnSOD a současně neovlivňuje mnoţství Cu/ZnSOD a CAT (Andoh et al., 2002; Das et 
al., 1997). Uţ dříve jsme prokázali zvýšení relativního mnoţství MnSOD v srdečních 
mitochondriích po adaptaci na IHH (Balková et al., 2011). Tento nárůst by mohl být 
způsoben zvýšenou expresí TRX1, který můţe následně ovlivňovat další signální 
molekuly. Zdá se tedy, ţe TRX1 by mohl být jednou z důleţitých komponent endogenních 
protektivních signálních drah v myokardu aktivovaných adaptací na IHH. Do jaké míry 
hraje nárůst relativního zastoupení TRX1 roli v mechanismu kardioprotekce však zbývá 
objasnit. 
Kvůli pozorovanému nárůstu TRX1 po adaptaci na IHH jsme také stanovili 
relativní mnoţství TRXR1, která udrţuje TRX1 v redukované formě. Mnoţství proteinu 
TRXR1 se po adaptaci na IHH nezměnilo. Oproti tomu Naranjo-Suarez et al. pozorovali na 
kultuře buněk vystavených hypoxii (1% O2) pokles TRXR1 jak na úrovni mRNA, tak na 
úrovni proteinu (Naranjo-Suarez et al., 2012). Nicméně bylo prokázáno, ţe inhibice 
TRXR1 zvyšuje I/R poškození myokardu (Andoh et al., 2002; Park & Suzuki, 2007). Tato 
inhibice totiţ můţe vést k hromadění TRX1 v oxidovaném stavu, který nemá antioxidační 
ani antiapoptotické účinky (Andoh et al., 2002). Na druhou stranu Watson et al. naznačují, 
ţe ani 90% inhibice TRXR1 nezvyšuje oxidaci TRX1 (Watson et al., 2008). Otázkou 
zůstává, je-li v modelu IHH nezměněné mnoţství TRXR1 dostatečné pro redukci 
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zvýšeného mnoţství TRX1. Nebo zda můţe být TRX1 redukován i jiným enzymem či při 
oxidačním stresu dochází v kardiomyocytech k hromadění oxidovaného TRX1. 
Dalším stanoveným enzymem byl mitochondriální TRX2, jehoţ mnoţství se po 
IHH adaptaci nezměnilo. Zhou et al. stanovili relativní mnoţství mRNA TRX2 
v myokardu potkana po adaptaci na intermitentní normobarickou hypoxii (5-10% O2/21% 
O2 ve 120 sekundových cyklech; 8 hodin denně). Zjistili, ţe tento model adaptace zvyšuje 
oxidační stres a současně i relativní mnoţství mRNA TRX2 (Zhou et al., 2012). Je ale 
třeba podotknout, ţe účinky chronické hypoxie na relativní zastoupení proteinů závisí na 
konkrétním experimentálním modelu. Co se týče mitochondriálních proteinů, tak jsme 
dříve publikovali, ţe adaptace na IHH, zvýšila aktivitu a relativní mnoţství MnSOD 
v mitochondriální frakci z LV potkana. Tento efekt však nebyl pozorován na úrovni 
homogenátu (Balková et al., 2011; Kolář et al., 2007). Vysvětlením tohoto rozdílu můţe 
být pokles mitochondriální hmoty po adaptaci na IHH. Pozorovali jsme totiţ sníţení 
mnoţství komplexů mitochondriálního elektrontransportního řetězce (Hlaváčková et al., 
2010) a proteinu pyruvátdehydrogenázy (Balková et al., 2011). Navíc jsme také prokázali 
pokles markeru vnitřní mitochondriální membrány, kardiolipinu, o 12 % (Jeţková et al., 
2002). Podobně v jiné laboratoři pozorovali pokles komplexů mitochondriálního elektron-
transportního řetězce po adaptaci na kontinuální hypobarickou hypoxii (5 000 m, 21 dní) 
(Nouette-Gaulain et al., 2005). Pokud tedy během IHH dochází k úbytku mitochondriální 
hmoty, mělo by být relativní mnoţství TRX2 v mitochondriální frakci mírně zvýšené.  
Z výsledků tedy vyplývá, ţe adaptace na IHH má na antioxidační enzymy 
v myokardu dvojí vliv. Sníţení relativního mnoţství některých enzymů (např. PRX 
a Cu/ZnSOD) by mohlo přispívat ke zvýšení hladiny ROS v kardiomyocytech. ROS ale 
následně aktivují expresi TRX1 a MnSOD, přičemţ aktivace TRX1 se zdá být obzvláště 
významná, protoţe je tento enzym schopen ovlivnit celou řadu transkripčních faktorů, a tak 





6.4 Enzymy metabolismu železa v myokardu po adaptaci na 
intermitentní hypobarickou hypoxii  
6.4.1 Imunodetekce enzymů metabolismu železa  
V souvislosti s vlivem metabolismu ţeleza (Fe) na redoxní stav buňky jsme v naší 
laboratoři zavedli stanovení hemoxygenázy 1 a 2 (HO1 a HO2) a akonitázy 1 a 2 (ACO1 
a ACO2).  
Detekce enzymů metabolismu Fe byla provedena pomocí běţně dostupných 
primárních protilátek, které jsou pouţívané i v dalších pracích. K identifikaci enzymů HO1 
(Buehler et al., 2012; Guo et al., 2014), HO2 (Nassar et al., 2011), ACO1 a ACO2 
(Andres-Mateos et al., 2007; Kim et al., 2014) byly pouţity primární protilátky od firmy 
Abcam.  
Pozici ECL signálu jednotlivých enzymů metabolismu Fe jsme zjistili srovnáním 
jejich elektroforetické pohyblivosti se dvěma barevnými proteinovými standardy známých 
molekulových hmotností. Pro identifikaci HO2 byl navíc jako pozitivní kontrola pouţit 
extrakt homogenátu mozku, protoţe HO2 je nejvíce exprimována v nervové soustavě 
(Christou et al., 2000; West & Oates, 2008). Výhodou ECL signálu obou HO i ACO je, ţe 
se v jejich okolí nevyskytuje ţádný nespecifický signál jiného proteinu. 
Obdobě jako v dalších publikacích jsme detekovali HO1 jako pruh o molekulové 
hmotnosti 32 kDa (Barber et al., 1999; Buehler et al., 2012; Calvert et al., 2009; Wang et 
al., 2006), signál HO2 byl identifikován jako pruh o molekulové hmotnosti 36 kDa (Barber 
et al., 1999; Wang et al., 2006), ACO1 jako pruh o molekulové hmotnosti 98 kDa (Carrari 
et al., 2003; Hanson & Leibold, 1998) a signál ACO2 byl identifikován jako pruh 
o molekulové hmotnosti 85 kDa (Brandina et al., 2006; Saraswathy & Rao, 2009). 
6.4.2 Relativní množství enzymů metabolismu železa 
Díky úzké souvislosti iontů Fe s redoxním stavem buňky jsme se dále zaměřili na 
studium vlivu chronické hypoxie na enzymy metabolismu Fe. Volné Fe má totiţ 
prooxidační účinky, protoţe se účastní Fentonovy reakce, ve které vzniká nejnebezpečnější 
zástupce ROS – OH
●
 (Nordberg & Arnér, 2001). Stejně tak i volný hem můţe působit 
prooxidačně (Lavrovsky et al., 2000). Zajímalo nás tedy, k jakým změnám na proteinové 
úrovni dochází po adaptaci na IHH u HO1, HO2, ACO1 a ACO2 v homogenátu 
z myokardu LV potkana v porovnání s normoxickými kontrolami. Zjistili jsme, ţe se po 
adaptaci na IHH zvyšuje relativní mnoţství HO1. Zároveň tento model hypoxie nemá vliv 
na zastoupení HO2, ACO1 a ACO2. 
64 
 
Námi pozorované zvýšení mnoţství HO1 je v souladu s pracemi, které potvrdily, ţe 
exprese HO1 můţe být indukována mj. oxidačním stresem (Clark et al., 2000a; Keyse & 
Tyrrell, 1987) a hypoxií (Christou et al., 2000; Lee et al., 1997). Oxidační stres nejspíše 
zvyšuje expresi HO1 prostřednictvím transkripčního faktoru Nrf2, obdobně jako v případě 
TRX1 (Calvert et al., 2009). Do tohoto procesu se ale pravděpodobně zapojují i jiné 
transkripční faktory (např. AP-1, NF-κB). Antioxidační působení HO1 spočívá v katalýze 
reakce vedoucí k degradaci prooxidačního hemu a ke vzniku biliverdinu, ze kterého 
následně vzniká antioxidant bilirubin (Morse & Choi, 2002). Bylo prokázáno, ţe vyšší 
koncentrace bilirubinu v myokardu, ať uţ díky zvýšené expresi HO1 nebo jeho exogenním 
dodáním, zmenšuje velikost infarktu myokardu a poškození mitochondrií (Clark et al., 
2000b). HO1 také při reakci uvolňuje oxid uhelnatý (CO), který vyvolává vazodilataci cév, 
a tím zlepšuje prokrvení hypoxického srdce. CO navíc působí antiapoptoticky, 
protizánětlivě a sniţuje ventrikulární fibrilace vyvolané I/R poškozením (Bak et al., 2003). 
Navíc Clark et al. pozorovali, ţe podání heminu (substrát HO1) potkanům 24 hodin před 
ischemií vedlo ke zvýšení exprese HO1 a současně ke zmenšení infarktu myokardu 
a zlepšení postischemického obnovení srdeční funkce. Naopak inhibice aktivity HO1 
pomocí protoporfyrinu IX zabránila protektivnímu působení heminu na srdeční funkci 
(Clark et al., 2000b). Význam HO1 pro správnou srdeční funkci je také v souladu 
s pozorováním, ţe polymorfismus v promotoru genu pro HO1 zvyšuje riziko vzniku 
kardiovaskulárních onemocnění (Haines et al., 2012). 
Z výzkumů rovněţ vyplývá, ţe existuje úzký vztah mezi TRX1 a HO1. TRX1 totiţ 
nepřímo zvyšuje expresi HO1 (Kaga et al., 2005; Wiesel et al., 2000). Jak jiţ bylo řečeno 
dříve, TRX1 ovlivňuje DNA vazebnou aktivitu řady transkripčních faktorů a v genu pro 
HO1 byla nalezena vazebná místa pro některé z nich. V současné době ale není jasné, který 
transkripční faktor nebo faktory jsou prostředníky v této signální dráze. Moţnými 
kandidáty jsou HIF-1, AP-1, NF-κB a Nrf2. Je totiţ známo, ţe všechny tyto transkripční 
faktory mohou být regulovány TRX1 a jedním z jejich cílů je gen pro HO1 (Calvert et al., 
2009; Lee et al., 1997; Turoczi et al., 2003; Wiesel et al., 2000).  
Pozorované mnoţství HO2 se po adaptaci na IHH nezměnilo. To můţe být dáno 
tím, ţe HO2 je na rozdíl od HO1 konstitutivně exprimovaný enzym (Christou et al., 2000). 
Nicméně Han et al. ukázali nárůst proteinu HO2 v myším myokardu po adaptaci na 
kontinuální normobarickou hypoxii (10% O2; 28 dní) (Han et al., 2010; Han et al., 2005). 
Je ale nutné podotknout, ţe HO2 je ve srovnání s HO1 mnohem méně studovaným 
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enzymem v souvislosti s vlivem hypoxie nebo ischemie na myokard. Sledování mnoţství 
HO2 po adaptaci na IHH v srdci je tedy spíše průkopnickým experimentem.  
Adaptace na IHH neměla vliv na relativní zastoupení ACO1. Výzkumy zabývající 
se studiem efektu adaptace na chronickou hypoxii na ACO1 se soustředí spíše na 
identifikaci převládající aktivity tohoto enzymu. Tedy, zda během hypoxie převládá 
aktivita ACO1 nebo aktivita proteinu regulujícího ţelezo 1 (IRP1) (Chepelev & Willmore, 
2011; Christova & Templeton, 2007; Schneider & Leibold, 2003). Námi pouţívaná 
primární protilátka proti ACO1 ale neumoţnila rozlišení těchto dvou forem, protoţe ACO1 
a IPR1 se liší pouze přítomností ţelezo-sirného klastru [4Fe-4S] (Schneider & Leibold, 
2003). Proto jsme nemohli určit, která aktivita tohoto enzymu během adaptace na IHH 
převládala.  
Zvýšený oxidační stres vznikající při adaptaci na IHH (Kolář et al., 2007) můţe 
enzym ACO1 ovlivnit dvěma způsoby. Jednak vznikající O2
-●
 způsobují oxidaci [4Fe-4S] 
klastru ve struktuře ACO1 a jeho změnu na [3Fe-4S], čímţ ACO1 ztrácí enzymovou 
aktivitu. Nedochází ale k rozpadu klastru, a proto ACO1 nezískává aktivitu IRP1. Oproti 
tomu H2O2 a reaktivní formy dusíku (RNS – NO a peroxynitrit) vyvolávají ztrátu [4Fe-4S] 
klastru a konverzi ACO1 na IRP1. Zdá se tedy, ţe fyziologická hladina ROS a RNS je 
zřejmě nezbytná pro senzitivitu IRP1 vůči koncentraci Fe v buňce. Stabilitu [4Fe-4S] 
klastru ve struktuře ACO1 také narušuje fosforylace ACO1 prostřednictvím PKC 
(Anderson et al., 2012). Zdá se tedy, ţe během chronické hypoxie by kvůli zvýšenému 
oxidačnímu stresu (Kolář et al., 2007) a mnoţství PKC (Neckář et al., 2005) měla 
převládat aktivita IRP1 nad ACO1 aktivitou. Výzkumy ale ukázaly, ţe je-li při hypoxii 
dostatek Fe, tak v buňce převládá ACO1 forma (Anderson et al., 2012; Christova & 
Templeton, 2007). Pro odhalení úlohy ACO1/IRP1 v myokardu adaptovaném na IHH, je 
potřeba provést další experimenty, které by odlišily dvě rozdílné aktivity tohoto enzymu. 
Stanovené mnoţství proteinu ACO2 se po adaptaci na IHH nezměnilo. Stejně tak 
naše dřívější výsledky ukázaly, ţe vystavení potkanů kontinuální normobarické hypoxii 
(10% O2; 21 dní) nemělo vliv na mnoţství ACO2 v myokardu (Zajíčková, 2013). Stejně 
jako TRX2 je ale i ACO2 mitochondriální protein, a proto můţe být tento výsledek 
ovlivněn úbytkem mitochondriální hmoty v důsledku adaptace na chronickou hypoxii. 
Nicméně obdobně jako u ACO1 oxidační stres vyvolává inaktivaci ACO2 prostřednictvím 
rozpadu [4Fe-4S] klastru (Cantu et al., 2011). Tyto závěry byly potvrzeny ve studii na 
kultuře plicních epiteliálních buněk, ve kterých hypoxie (1% O2) a následná reoxygenace 
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vedla ke zvýšení mnoţství O2
-●
, coţ bylo doprovázeno poklesem aktivity ACO2 (Powell & 
Jackson, 2003).  
Ze stanovených enzymů metabolismu Fe se zdá být významná především HO1. Její 
aktivita by totiţ mohla přispět ke kardioprotektivnímu efektu adaptace na IHH. Dále by 
bylo zajímavé odhalit, zda během této adaptace převládá aktivita ACO1 nebo aktivita 
IRP1, protoţe IRP1 je schopen regulace dalších proteinů. 
6.5 Relativní množství na kalciu nezávislé fosfolipázy A2 v myokardu po 
adaptaci na intermitentní hypobarickou hypoxii – vliv tempolu 
S cílem zjistit roli oxidačního stresu jsme v tomto experimentu sledovali vliv 
antioxidantu tempolu na relativní mnoţství na kalciu nezávislé fosfolipázy A2 (iPLA2) 
v myokardu LV potkana po IHH. Chtěli jsme ověřit výsledky předchozího pokusu, ve 
kterém jsme pozorovali vliv podávání jiného antioxidantu, N-acetylcysteinu (NAC), na 
relativní mnoţství iPLA2 u stejného modelu adaptace (Forštová, 2008). 
Imunodetekce iPLA2 byla v naší laboratoři zavedena jiţ dříve (Forštová, 2008). Pro 
detekci byla pouţita primární protilátka od firmy Cayman obdobně jako v předchozí práci 
a stejně jako v jiných studiích byla iPLA2 detekována jako pruh o molekulové hmotnosti 
85-88 kDa (Forštová, 2008; Gong et al., 2006; Williams & Gottlieb, 2002). V myokardu se 
vyskytují především dvě izoformy iPLA2 – iPLA2β a iPLA2γ. Komerční primární 
protilátka od firmy Cayman ale není schopná rozlišit tyto dvě izoformy. Důvodem je 
homologie obou izoforem a také jejich velmi podobná molekulová hmotnost (iPLA2β –
 85 kDa; iPLA2γ – 90 kDa) (Dennis et al., 2011). Touto primární protilátkou jsme tedy 
stanovili relativní mnoţství obou dvou izoforem iPLA2. 
V této práci jsme potvrdili pokles relativního zastoupení iPLA2 po IHH adaptaci. 
To je v souladu s prací na kultuře buněk endotelu vystavených dlouhodobému působení 
chronické hypoxie, kde také pozorovali sníţení aktivity iPLA2 (Tretyakov & Farber, 1993). 
Naopak McHowat et al. po krátké hypoxii (5 minut) v izolovaných králičích 
kardiomyocytech prokázali nárůst aktivity iPLA2 provázený zvýšeným uvolňováním 
kyseliny arachidonové z membránových fosfolipidů (McHowat et al., 1998).  
Z dosavadního výzkumu vyplývá, ţe iPLA2 mohou v myokardu působit dvěma 
způsoby. Protektivní role iPLA2 spočívá v udrţování homeostáze buněčných membrán tím, 
ţe přednostně hydrolyzují peroxidované mastné kyseliny (FA) z membránových 
fosfolipidů kardiomyocytů (Kinsey et al., 2005; Kinsey et al., 2007; Seleznev et al., 2006). 
Konformační změny v acylových řetězcích FA peroxidovaných fosfolipidů totiţ zvyšují 
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hydrolytickou aktivitu iPLA2 na membránách (Kinsey et al., 2008; McHowat et al., 2001a; 
McHowat et al., 2001b; Swift et al., 2003). Vzniklé 2-lyzofosfolipidy mohou být následně 
reacylovány jinou FA v deacylačně/reacylačním cyklu (Pérez et al., 2006). Protektivní 
funkce iPLA2 byla prokázána ve studiích s anthracykliny, které jsou účinnými 
medikamenty při protinádorové terapii. Vedlejším účinkem anthracyklinů je ale produkce 
O2
-●
, který způsobuje peroxidaci membránových fosfolipidů. Studie na srdečních buňkách 
ukázaly, ţe inaktivace iPLA2 prostřednictvím anthracyklinů vede k omezení reparačních 
mechanismů, které opravují oxidačně modifikované fosfolipidy (McHowat et al., 2001a; 
Swift et al., 2003). Navíc inhibice iPLA2 vede ke zvýšené lipidové peroxidaci indukované 
oxidačním stresem (Cummings et al., 2002; Kinsey et al., 2008) a také má za následek 
akumulaci oxidovaných fosfolipidů ve vnitřní mitochondriální membráně, coţ narušuje 
funkci elektrontransportního řetězce a vede k rozvoji apoptózy (Kinsey et al., 2008). Na 
druhou stranu aktivita iPLA2 můţe mít i škodlivé účinky. V průběhu deacylačně/ 
reacylačního cyklu je totiţ pro reacylační proces nezbytné ATP. Nemá-li buňka dostatek 
ATP, nebo je-li míra oxidačního stresu pro organismus příliš zatěţující, hydrolytická 
aktivita iPLA2 buňku spíše poškozuje. Tento stav nastává např. za I/R podmínek, kdy 
iPLA2 membránové fosfolipidy pouze deacylují (Mancuso et al., 2003; Rahnema et al., 
2011; Williams & Gottlieb, 2002). To vede ke změně fluidity membrány, narušení 
homeostáze Ca
2+
 iontů a dále uvolnění cytochromu c z mitochondrií (Williams & Gottlieb, 
2002).  
Jak jiţ bylo řečeno dříve, pozorovali jsme sníţení relativního zastoupení iPLA2 po 
adaptaci na IHH. Naše dosavadní studie demonstrovaly, ţe se v procesu adaptace na IHH 
uplatňují mitochondriální draslíkové kanály závislé na ATP (mKATP) (Neckář et al., 2002), 
PKC (Hlaváčková et al., 2010; Neckář et al., 2005) a ROS (Kolář et al., 2007). Z literatury 
vyplývá, ţe kyselina arachidonová uvolněná z membránových fosfolipidů mitochondrií 
působením iPLA2 přispívá k inhibici mKATP (Kim & Duff, 1990; Williams & Gottlieb, 
2002), jejichţ otevření je zahrnuto v kardioprotektivním působení chronické hypoxie 
(Neckář et al., 2002). Dosavadní studie také ukazují, ţe PKC fosforyluje iPLA2, a tím je 
aktivuje. Jednotlivé studie se ale rozcházejí v tom, o jakou izoformu PKC se jedná. 
Některé práce navrhují PKCε (Kinsey et al., 2007; Steer et al., 2002), jiné PKCα (Osada-
Oka et al., 2006). Podle výsledku naší laboratoře je ale v signalizaci aktivované adaptací na 
IHH zapojena PKCδ (Hlaváčková et al., 2010; Neckář et al., 2005), takţe není jasné, jestli 
k fosforylaci iPLA2 dochází i v modelu IHH. 
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Pozorovaný pokles iPLA2 po adaptaci na IHH můţe být způsoben nárůstem 
oxidačního stresu. Ten inhibuje aktivitu iPLA2 oxidací jejich Cys zbytků (Song et al., 
2006), které jsou ve struktuře iPLA2 hojně zastoupeny (Dennis et al., 2011). To je 
v souladu se studiemi, ve kterých aplikace inhibitoru iPLA2, bromenollaktonu (BEL), 
působí kardioprotektivně (Mancuso et al., 2003; Sargent et al., 1996; Williams & Gottlieb, 
2002). BEL totiţ také inhibuje iPLA2 prostřednictvím modifikací jejich Cys (Song et al., 
2006). Naopak Martínez a Moreno na kultuře makrofágů ukázali zvýšenou aktivitu iPLA2 
způsobenou ROS (O2
-●
 a H2O2) (Martínez & Moreno, 2001). 
V naší dřívější práci jsme sledovali vliv antioxidantu NAC na relativní mnoţství 
iPLA2 v extraktech homogenátu z normoxického a na chronickou hypoxii adaptovaného 
myokardu LV potkana. Zjistili jsme, ţe podávání NAC hypoxické skupině zvířat vrátilo 
relativní mnoţství iPLA2 na hodnoty normoxických kontrol (Forštová, 2008). Tento 
výsledek je v souladu s našimi předchozími výsledky, kde podání NAC potkanům 
adaptovaným na IHH zrušilo protektivní efekt adaptace (Kolář et al., 2007). V experimentu 
s antioxidantem tempolem, uvedeným v této práci, jsme docílili stejného trendu. Nicméně 
tento experiment vrátil relativní mnoţství iPLA2 u hypoxické skupiny na hodnotu 
normoxických kontrol jen zčásti. Mírné rozdíly ve vlivu těchto dvou antioxidantů na 
relativní zastoupení iPLA2 mohou být způsobeny jednak jejich odlišným chemickým 
sloţením, ale i jiným způsobem aplikace experimentálním zvířatům a odlišným 
zpracováním srdeční tkáně. Tempol byl potkanům podáván rozpuštěn v pitné vodě, 
zatímco NAC byl potkanům aplikován subkutánně před kaţdou hypoxickou expozicí, coţ 
mohlo navýšit stres, kterému byla laboratorní zvířata vystavena (Forštová, 2008). 
Z hlediska kardioprotektivního účinku chronické hypoxie lze předpokládat, ţe 
během adaptace na IHH způsobuje zvýšená hladina ROS inaktivaci a následnou degradaci 
iPLA2. Tím zároveň dochází k protekci membránových fosfolipidů před hydrolýzou 
a k ochraně buňky před produkcí zánětlivých eikosanoidů, které vznikají z kyseliny 
arachidonové. Současně můţe fungovat kardioprotektivní efekt mKATP, které by byly 
v důsledku aktivity iPLA2 inhibovány. Objasnění případné role iPLA2 v mechanismu 
endogenní kardioprotekce vyvolané adaptací na chronickou hypoxii vyţaduje další 
výzkum (např. pouţitím specifických inhibitorů). Lze ale předpokládat, ţe pouţití 






Výsledky diplomové práce lze shrnout do následujících bodů: 
1) Hledání vhodného housekeeping proteinu pro model IHH: 
 Adaptace na chronickou hypoxii zvýšila relativní mnoţství HPRT1 o 25 %. 
HPRT1 tedy není vhodným housekeeping proteinem pro model IHH. 
 
2) Vliv chronické hypoxie na relativní mnoţství antioxidačních enzymů: 
 Adaptace na IHH sníţila relativní mnoţství PRX6 o 41 %. 
 Současně zvýšila mnoţství TRX1 o 70 %. 
 Relativní zastoupení TRX2 a TRXR1 se po adaptaci na IHH nezměnilo.  
 
3) Imunofluorescenční analýza naznačila translokaci TRX1 z cytosolu do jádra 
v kardiomyocytech po adaptaci na IHH. 
 
4) Vliv chronické hypoxie na relativní zastoupení enzymů metabolismu ţeleza: 
 Adaptace na IHH zvýšila relativní zastoupení HO1 o 462 %. 
 Relativní mnoţství HO2, ACO1 a ACO2 se po adaptaci na IHH nezměnilo.  
 
5) Vliv antioxidantu tempolu na relativní zastoupení iPLA2: 
 Potvrdili jsme signifikantní pokles relativního mnoţství iPLA2 po adaptaci 
na IHH (o 14 %). 
 Chronické podávání tempolu během adaptace na IHH odstranilo protektivní 






Adaptace na intermitentní hypobarickou hypoxii (IHH) zvyšuje oxidační stres, 
který je spojený s indukcí kardioprotektivních endogenních signálních drah. Výsledky této 
práce naznačují, ţe TRX1 a HO1 mohou být jedny z důleţitých signálních molekul 
zapojených v kardioprotekci. Potvrdili jsme také, ţe se zvýšená produkce ROS 
prokazatelně podílí na změnách mnoţství iPLA2 po adaptaci na IHH. Objasnění 
molekulárního mechanismu adaptace na IHH by bylo velmi přínosné pro farmakoterapii 
kardiovaskulárních onemocnění. Odhalení enzymů zapojených do těchto protektivních 
signálních drah ale vyţaduje další výzkum, který by se měl zaměřit např. na sledování 
vlivu jejich inhibitorů/aktivátorů nebo rozlišení izoforem a aktivit daných enzymů. 
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